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(§4) Microparticules portant des antigenes et leur utilisation pour ('induction de reponses humorales ou cellulai- 



res. 

(5^ Utilisation pour I'induction d'une reponse immunitaire 
as microparticules en materiau synthetique polymers por- 
tant en surface une ou plusieurs proteines H6es de maniere 
covalente pouvant porter un ou plusieurs epitopes, les den- 
sites de la ou des proteines a la surface des mfcroparrJcu- 
ies etant ajustees afin d'orlenter la reponse immunitaire 
vers I'induction d'une reponse humorale et ceilulaire ou 
vers Tinductlon d'une reponse majoritairement ceilulaire. 

Les microparticules ont un diametre moyen compris en- 
tre environ 0,75 et environ 1,5 urn. 
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La presente invention a pour objet des microparticules 
portant en surface des antigenes et leur utilisation pour 
1' induction de reponses humorales ou cellulaires. 

Plus specif iquement, 1' invention conceme egalement des 
microparticules comportant, en surface, une densite importante 
d' antigenes. 

Les cellules B qui expriment des recepteurs 
immunoglobulins specifiques pour un antigene particulier sont 
hautement efficaces pour la presentation de cet antigene. 
(Rock et al. C, J.Exp. Med. (1984) 160; 1102; Hutchings et 
al. Eur. J. Immunol. (1987) 17:393). Par exemple, des cellules 
B specifiques peuvent presenter la toxoide tetanique a des 
cellules T a des concentrations en antigene 10 4 inferieures a 
celles requises pour la presentation par des cellules B non 
specifiques ou des monocytes du sang peripherique . 
(Lanzavecchia, Nature, (1985) 314:537). 

De plus, des etudes in vivo avec des souris deficientes 
en cellules B indiquent que ces cellules sont requises pour 
1- activation des cellules T des ganglions lymphatiques 
(Janeway et al. J. Immunol. (1987) 138:1051; Ron, et al. J., 
j. Immunol. (1987) 138:2848; Kurt-Jones et al. A.K. J. 

Immunol. (1987) 140:3773). 

Les souris deficientes en cellules B presentent aussi 
des reponses reduites en ce qui concerne les cellules T CD4 
et CD8 + specifiques de tumeurs, apres immunisation par le 
virus de la leucemie murine de Freund (Schultz et al.. 

Science, (1990) 291). 

La capacite des cellules B a modifier et a presenter 
1« antigene en vue de la reconnaissance par des cellules T 
Helper CD4 + restreintes au complexe majeur d'histocompa- 
tibilite de classe II (MHC) forme la base d'un modele 
d'activation des cellules B par les cellules T. (Noelle et al. 
The Faseb Journal. (1991) 5:2770). 

La reconnaissance par des cellules T Helper CD4 du 
complexe peptide-MHC de classe II a la surface des cellules B 
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permet la formation de conjugues stables physiquement entre 
les cellules T et les cellules B (Kupfer et al. S.J. Proc. 
National Acad. Sci. USA. (1986) 83:6080). 

Cette reconnaissance directe a pour resultat la 
5 proliferation et la dif ferenciation de cellules B en reponse a 
des lymphokines telles 1 ' Interleukine-2 , 1 ' Interleukine-4 ou 
1 ' Interleukine-5 . 

L ' induction de la reponse anticorps contre un antigene 
necessite done la presentation de 1' antigene par des cellules 
10 B. 

La plupart des etudes sur la presentation de l'antigdne 
ont ete effectuees en utilisant des protelnes solubles telles 
que la toxoide du tetanos, le lysozyme, 1 ' hemocyanine (LH) . 
Cependant, la plupart des antigenes auxquels le systeme 
15 immunitaire est expose, sont inclus dans des structures 
particulaires complexes telles que des bacteries ou des 
parasites . 

II est bien etabli que les cellules qui sont capables 
de phagocytose telles que les macrophages peuvent presenter 
20 des antigenes bacteriens a des cellules T. 

Par contre, on ne sait pas si des cellules qui ne 
phagocytent pas, telles que les cellules B, peuvent presenter 
des antigenes complexes et de tailles importantes . 

II a ete montre recemment que, in vivo, des antigenes 
25 bacteriens devaient etre mis sous une forme soluble, pour 
induire une reponse anticorps dependante des cellules T 
(Leclerc et al. J. Immunol. (1990) 144:3174; Leclerc et al. J. 
Immunol. (1991) 147:3545). 

II convenait cependant d'etablir encore qu'in vivo, les 
30 antigenes proteiques bacteriens sont exclusivement presentes 
' aux cellules T par des cellules phagocytaires et que les 
cellules B ne peuvent modifier des antigenes sous forme de 
parti cules . 

A cet effet, on a compare, selon la presente invention, 
35 la capacite de macrophages et de cellules B a presenter le 
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meme antigene, sous une forme soluble et particulaire . 

On a notamment utilise des antigenes proteiques ,tels 
que le lysozyme et le TNP-LH, couples a des microparticules de 
poly(acroleine) ou de polystyrene ayant une taille comparable 
5 a celle d'une bacterie . 

Selon 1* invention, on a raontre de maniere surprenante 
que les cellules B qui presentent le TNP-LH ou le lysozyme de 
maniere tres efficace, sont incapables de presenter ces 
antigenes couples a des billes. Par contre, les macrophages 
10 presentent les deux formes d' antigenes aux cellules T. 

L' etude de la presentation des antigenes et de 
1' induction de la reponse T cellulaire et/ou humorale a une 
importante scientifique et medicale particuliere . 

En effet, 1 * orientation vers une reponse purement 
15 cellulaire ou une reponse purement humorale peut permettre de 
vacciner contre certains pathogenes, de modifier certains 
dysfonctionnements biologiques et de guerir certaines 
pathologies . 

Par exemple, une telle orientation permettrait 

20 d'eliminer des infections persistantes ou d'operer une 
regulation des reponses allergiques . 

De plus, il existe deux sous-populations de cellules T, 
CD4 + , les Thl et les Th2 qui ont des capacites differentes a 
produire diverses lymphokines ( Mosmann , Cherwinski, Bond , 

25 Giedlin et Coffman, J. Immunol., 136, 2348-2357 (1986)) . 
L' induction de Thl ou de Th2 joue un role majeur dans la 
resistance aux infections bacteriennes, parasitaires ou 
virales . Ainsi, dans le cas de la leishroaniose cutanee 
murine, les Thl protegent de 1- infection alors que les Th2 

30 aggravent la maladie . In vitro , les lymphocytes B stimulent 
de fagon optimale la proliferation des clones Th2 alors qu'une 
forte proliferation des clones Thl est observee avec les 
cellules adherentes ( Gajewski, Pinnas, Wong et Fitch . J. 
Immunol., 146, 1750-1758 (1991) )• 

35 L' orientation de l'antigene vers la presentation par 
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des cellules B ou des macrophages peut permettre d» induire des 
reponses Thl ou Th2. 

Differentes techniques ont ete developpees jusqu'5, 
present pour induire une meilleure reponse iramunitaire. 
5 La plus ancienne des methodes consiste a activer le 

systeme immunitaire a l'aide d r adjuvants. Ainsi, 1* adjuvant de 
Freund permet d'augmenter I'intensite des reponses humorale et 
cellulaire . Cependant, de tels adjuvants presentent des 
inconvenients majeurs dus a leur manque de specificite, & leur 

10 toxicite et aux reactions immunologiques parasites qu'ils 
risquent d T induire, en raison de leur manque de purete. 

Les iscomes (abreviation de 1' expression immuno- 
stimulating complexes) sont composes d'un complexe antigenique 
et d'un adjuvant, le QuilA qui est extrait d'un arbre. Ces 

15 particules ont un diametre d' environ 35 ran et sont composees 
de sous-unites d f environ 12nnw Elles permettent d' induire une 
reponse immunologique mais le plus souvent les antigenes sont 
encapsules et sont done ensuite relargues dans le milieu 
exterieur. En outre, la technique ne permet pas un controle 

20 precis du type de cellules presentant ces particules, et de ce 
fait ces particules induisent une double reponse humorale et 
cellulaire* 

Enfin, du point de vue pratique, on notera des 
difficultes de preparation, un manque de stabilite et une 
25 toxicite importante de ces particules. 

Les liposomes dont 1' utilisation a aussi Ste testee 
pour l f induction d'une reponse immunitaire presentent les 
memes inconvenients que les iscomes. 

Des microparticules biodegradables comme par exemple 
30 des polymeres d'acide lactique et glutamique ont aussi ete 
developpees (Aguado et Lambert, Immuno. Biol., 184, 113-125, 
(1992)). Ces microparticules liberent au cours de leur 
degradation , I'antigene sous forme soluble. Cette liberation 
permet une presentation de l'antigene par diverses cellules et 
35 1' induction d'une reponse humorale sans possibility 
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d' orientation vers une reponse specif iquement cellulaire. 

Des particules constitutes exclusivement de proteines 
recombinantes ont aussi ete synthttisees . Ainsi, la demande de 
brevet frangais FR 2. 635,532 decrit des particules composees 
5 d'une proteine hybride entre I'antigene HBs et une sequence 
immunogene supposee induire des anticorps neutralisants 
diriges contre des virus HIV. 

Des particules contenant la toxine de la poliomyelite 
ont aussi ete fabriquees. 

lO ces particules presentent des inconvinients notables. 

Ainsi, il est tres difficile d'inserer des sequences longues 
dans ces particules. De plus, elles induisent tant une reponse 
humorale que cellulaire et il n'est done pas possible 
d'obtenir specif iquement l'une des deux. 

i5 De plus, dans l 1 ensemble de ces travaux, le critere de 

la taille des particules n'a jamais ete considere comme 
critique . Cependant , des particules de petites tailles 
(nanoparticules ) comme les particules HBs pourraient §tre 
presentees par les lymphocytes B. Au contraire, des particules 

20 de taille trop importantes ( superieures a 5-10 microns) ne 
peuvent pas etre presentees par des cellules phagocytaires . 

Les diverses solutions proposees dans l'etat de la 
technique d'une part pour permettre une induction d'une 
reponse immunologique importante et d' autre part pour diriger 

25 cette reponse specifiquement dans une des deux voies de 
reponse, humorale ou cellulaire, ne sont done pas 
satisfaisantes. 

L 1 invention propose de mettre au point des produits 
permettant d'obtenir une bonne reponse immunologique tout en 

30 ayant une orientation cellulaire ou humorale. 

Selon 1' invention, on a trouve de maniere surprenante 
qu'une telle reponse pouvait etre induite a l'aide de 
microparticules , de faibles tailles et presentant des 
densites antigeniques variees. 

35 ^ presente invention a particulierement pour objet des 
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microparticules en materiau synthetique polymere portant en 

surface une ou plusieurs proteines liees de maniere covalente 

au materiau const! tuant les microparticules , la ou lesdites 

proteines portant chacune un ou plusieurs epitopes et £tant 
5 prSsentes a une derisite comprise entre 10 4 et 5.10 5 

molecules /pan 2 pour chacune des proteines. 

L* invention concerne aussi les caracteristiques ci- 

apres, considerSes isolement ou selon toutes leurs 

combinaisons techniquement possibles: 
IQ Le couplage des proteines antigeniques ou 

microparticules doit etre covalent pour eviter la liberation 

sous forme soluble de I'antigene. 

Les microparticules ont avantageusement un diametre 

moyen compris environ entre 0,75 Jim et 1,5 pm, et 
15 preferentiellement d' environ 1 Jim afin de pouvoir etre 

presentees aux lymphocytes T, CD4 + par des cellules phago- 

cytaires mais pas par des lymphocytes B . 

Lesdites microparticules sont plus particulierement 

caracteris6es en ce que la liaison covalente est realisee par 
20 reaction des fonctions NH 2 et/ou CO des proteines et du 

materiau constituant la microparticule. 

Avantageusement une telle liaison se fera par 

1 • intermediate d'un agent pontant, tel que par exemple le 

glutaraldehyde ou le carbodiimide . Neanmoins, tout autre agent 
25 bifonctionnel permettant une telle liaison peut etre utilise. 

De tels agents sont connus, voir par exemple Synthetic 

polypeptides as antigens , M.H. Von Regenmortel, J. P. Briand, 

S. Muller and S. Plane 1988 ( Elsevier). 

Le materiau constituant la microparticule est 
30 avantageusement un polymere biocompatible , tel qu'un polymere 

acrylique* par exemple la polyacroleine ou le polystyrene ou 

des poly(alpha-acides hydroxyques ) , des copolymeres d'acides 

lactiques et glycoliques , ou des polymeres d'acides 

lactiques . 

35 on entend par polymere tout homopolymere ou hetero- ou 



2695563 



copolymere. 

II doit permettre un couplage covalent des proteines au 
materiau et ne doit pas entrainer de reaction de re jet ou de 
toxicite de la part de l'organisme auquel ii pourrait etre 
5 injecte. Avantageusement, il s'agit, pour 1 'application en 
therapeutique humaine, d'un polymere biodegradable, par 
exemple un polymere pouvant etre degrade par les cellules 
possedant des enzymes lysozomiaux, telles que les macrophages. 

De tels materiaux biodegradables peuvent etre des 
10 polymeres d'acide lactique et glutamique ou des polymeres 
utilises pour des usages biomedicaux, et en particulier ceux 
utilises dans les sutures. 

Une telle microparticule peut porter a sa surface outre 
des proteines antigeniques , des molecules susceptibles 
15 d'activer le systeme immunitaire, telles que des 
inter leukines, en particulier 1 1 inter feron-garama ou 
1 1 interleukine 4- 

Ces microparticules peuvent porter une ou plusieurs 
proteines qui peuvent elles-memes comprendre chacune un ou 
20 plusieurs epitopes. De tels proteines peuvent etre des 
glycoproteins, des peptides synth£tiques contenant un epitope 
ou plusieurs epitopes, ou toute autre molecule non proteique 
ou contenant une partie proteique pouvant induire une r§ponse 
immunitaire . 

25 L 1 invention a pour autre objet des medicaments ou 

vaccins comprenant les microparticules d§crites ci-dessus, 
ainsi que des compositions pharmaceutiques caracterisees en ce 
qu T elles les comprennent f en association avec des diluants ou 
des adjuvants pharmaceutiquement compatibles. 

30 La presente invention est de maniere generale relative 

a l'utilisation de microparticules en materiau synthetique 
polymere portant en surface une ou plusieurs proteines liees 
de maniere covalente, la ou lesdites proteines portant chacune 
un ou plusieurs epitopes T ou B , pour la fabrication d'un 

35 medicament ou d'un vaccin pour 1' induction d'une reponse 
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inummitaire, selon laquelle les densites de la ou des 
proteines a la surface des microparticules sont ajustees afin 
d'orienter ladite reponse immunitaire vers une reponse 
raajoritairement humorale ou majoritairement cellulaire. 

Sous un autre aspect, 1' invention a aussi pour objet un 
procede pour la fabrication d'un medicament ou d'un vaccin 
dont la reponse immunitaire est soit majoritairement humorale 
soit majbritairement cellulaire, de type Thl ou Th2, ledit 
procedg etant caracterise en ce qu'on fixe de maniere 
covalente sur des microparticules ou billes en materiau 
synthetique polymere au moins une proteine portant un ou 
plusieurs Epitopes en faisant varier la densite de la proteine 
fixee a la surface selon le type de reponse desiree. 

Afin d'induire une reponse cellulaire et humorale, on 
15 utilisera preferentiellement des microparticules presentant 
une density pour chacune des proteines portant un epitope d'au 
minimum 10 5 et prefirentiellement d' environ 5.10 s 
molecules/jim 2 . De telles densites correspondent environ pour 
une bille d'un diametre de 1pm a des quantit§s de protiines 4 
20 la surface de la microparticule respectivement de 10 5 et 4.10 
molecules . 

En vue de 1' induction d'une reponse majoritairement 
cellulaire, CD4 + , classe II restreinte, on utilisera, 
preferentiellement, des microparticules presentant une densite 
25 pour chacune des proteines portant un epitope comprise entre 
environ 10 4 et 5.10 4 molecules de prot§ines/fan 2 . 

Les autres caracteristiques de ces microparticules sont 
celles mentionnees plus haut concernant les microparticules a 

haute densite. 

Les proteines et antigenes lies de maniere covalente 
aux microparticules dependent de 1 ■ application prevue desdites 
microparticules . 

Elles dependent egalement du type de reponse 
immunitaire que l'on souhaite induire, mais aussi de la 
35 maladie ou de 1" affection que l'on souhaite traiter ou dont on 
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souhaite premunir le sujet. 

A titre d' exemple, on pourra utiliser les epitopes de 
la region Pre S2 de l'antigene HBS du virus de 1" hepatite 
virale dont les sequences sont les suivantes: 
5 - epitope T: Pre S:T (120-132) 

MQWNSTTFHQTLQ 



10 - Epitope B: Pre S:B (132-145) 

QDPRVRGLYFPAGG 

On peut aussi citer a titre d 1 exemples les epitopes de 
15 la proteine VP1 du virus de la poliomyelite dont les sequences 
sont les suivantes: 

- epitope T: C3:T (103-115) 

20 KLFAVWKITYKDT 



- epitope B: C3:B (93-193) 

25 DNPASTTNKDK 

Un autre exemple de s§quence est l 1 epitope de la boucle 
V3 de la proteine GP120 du virus HIV1 dont la sequence est la 
suivante : 

- epitope T + B: boucle V3 

INCTRPNNNTRKSIRIQRGPGRAFVTIGKIGNMRQAHCNI 
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35 on utilisera preferentiellement les epitopes B pour 

induire une reponse humorale a l'aide de microparticules a 
forte densite et les epitopes T pour induire une reponse 
majoritairement cellulaire a l'aide de microparticules a 
faible densite en proteines de surface. 

40 De telles microparticules seront injectees aux patients 

que l'on veut traiter de maniere therapeutique ou 
prophylactique par les moyens connus de l'homme du metier, par 
exemple par injection sous-cutanee, intraperitoneale, 
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intraveineuse, ou par tout autre moyen permettant d' induire 
une reponse immunitaire. 

On se reportera a ce sujet a Current protocols in 
immunology ,( Edited by J.F. Coligen, A.M. Kruisbeek, D.H. 
Margulies, E.M. Shevach, W. Strober Wiley- Intersciences 
Editors) dans lequel sont repertories les techniques 

d ' immunisation. 

Un des avantages particuliers de la presente invention 
reside dans le fait qu'elle permet d' induire des reponses 
immunitaires humorale ou cellulaire sans adjonction 
d' adjuvants aux billes ou microparticules . Neanmoins, 
1' adjonction d" adjuvants non toxiques et n'entraxnant pas de 
reaction immunitaire parasite est aussi envisageable dans le 
cadre d'une utilisation selon la presente invention. 

La presente invention est illustree sans pour autant 
etre limitee par les exemples qui suivent dans lesquels: 

Les diagrammes de la Figure 1 sont des resultats 
d'analyses par fluorometrie (FACS) de microparticules portent 
des antigenes LH ou TNP-LH. Les ordonnees indiquent 
1'anticorps utilise (PBS-temoin, anti-LH, anti-TNP) . Les 
abscisses indiquent les types de microparticules testees: B 
(LH), B (TNP-LH) , B (OVA) et B (OVA-TNP) qui correspondent a 
des microparticules sur lesquelles sont lies respectivement le 
LH, le TNP-LH, l'ovalbumine et 1 ' ovalbumine-TNP . 

" Les figures 2A a 2D represented la capacite de 
cellules de rate, de macrophages et de cellules specifiques B 
du TNP et activees par le LPS a presenter respectivement le 
LH, le TNP-LH, des microparticules portant du LH et des 
microparticules portant le TNP-LH. 

La Figure 3 est une courbe indiquant les reponses 
proliferatives de cellules ganglionnaires de souris immunisees 
par le lysozyme soluble et stimulees in vitro par le lysozyme 
soluble ( figure 3A) ou par des microparticules portant le 
lysozyme de diametres 0,25, 0,75 et 1,5 pm (figure 3B) . La 
proliferation cellulaire est mesuree par 1 • incorporation de 
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thymidine (CPM) en ordonnees, tandis que la dilution des 
microparticules est indiquee en abscisses. 

La Figure 4 represente la production d'IL2/IL4 par un 
hybridome specifique du lysozyme apres stimulation par du 
lysozyme soluble (figure 4A) ou par des microparticules 
portant du lysozyme (figure 4B) . Les concentrations des 
microparticules sont indiqu6es en abscisses , tandis que la 
proliferation est indiquee en ordonnees. 

Les Figures 5A et 5B representent l f activation de 
1' hybridome T spicifique du lysozyme mesuree par la production 
d'IL2/IL4 apres stimulation par le lysozyme soluble (figure 
5A) ou couple aux microparticules (figure 5B) en presence de 
spl§nocytes ou de cellules B(A20) comme cellules presentant 
1'antigene. 

Les Figures 6 A et SB representent la proliferation in 
vitro apres stimulation par le lysozyme soluble de cellules de 
ganglions inguinaux de souris immunisees respectivement par du 
lysozyme soluble en adjuvant complet de Freund (Figure 6A) et 
par du lysozyme couple a des microparticules (Figure 6B) . 

Les figures 7A et 7B representent la proliferation in 
vitro apres stimulation par le lysozyme de cellules de 
ganglions inguinaux de souris immunisees par diverses 
concentrations de lysozyme soluble (7A) ou couple a des 
microparticules (7B) . 

La figure 8 represente la proliferation de cellules 
ganglionnaires de souris immunisees par le lysozyme en 
adjuvant complet de Freund ou en PBS en presence de 
microparticules couplees au LH . 

Les Figures 9A et 9B representent respectivement les 
taux d'anticorps anti-lysozyme (Figure 9 A) et d'anticorps 
anti-LH (Figure 9B) de souris immunisees avec du lysozyme et 
de 1* adjuvant alun , des microparticules portant du lysozyme 
ou des microparticules portant du LH. 

La Figure 10 represente la proliferation de cellules de 
souris immunisees par injection de lysozyme en presence 
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d' adjuvant de Freund , apres stimulation in vitro par des 
microparticules portant du lysozyme a differentes densites. 

La Figure 10B represente la proliferation in vitro de 
cellules de sour is immunisees in vivo par du lysozyme ou des 
5 billes portant du lysozyme apres stimulation par differentes 
concentrations de lysozyme. 

La Figure 11 est un diagramme illustrant la production 
d'anticorps anti-lysozyme de cellules de souris immunises par 
injection de lysozyme et d* adjuvant de Freund ou de 
10 microparticules portant du lysozyme. 
EXEMPLE 1 ; 

Preparation de billes couplees a LH ou a 1 f ovalbumine . 

1. Materiel et methodes et presentat ion par des 
cellules B ou oar des macrop hages . 
15 Les souris sont des femelles BALB/c et DBA/2 agees de (5 

a 8 semaines. 

Les antigenes sont le LH et 1 B ovalbumine (OVA) 
commercialises par Sigma Chemical (St-Louis, USA) . 
L'hemocyanine trinitroph§nylee (TNP4-LH) a ete preparee telle 
20 que decrit precederament (Shutze et al., J. Immunol. (1989) 
142:2635). 

1.1 Couplaoe covalent des antigenes ou microparticules de 
poly ( aero 1 e ine ) . 

Des microparticules de poly(acroleine) d'un diametre 
25 compris entre O r 25 et 1,5 pm, commercialisies par Polysciences 
inc. (Washington PA), sont couplees a 1* ovalbumine ou au LH 
comme decrit precedemment (Rembaum et al. Immunol. (1982) 
52:341; Ziegler et al. Eur. J. Immunol. (1987) 17:1287). 

1 ml de ces microparticules est lave deux fois dans du 
30 PBS et resuspendu dans 1 ml de LH ou d ' ovalbtimine (5 mg/ml 
dans du PBS). Apres trois heures d 1 incubation a temperature 
arabiante, les microparticules sont laves deux fois dans du PBS 
et resuspendus dans 2 ml de PBS contenant 1% de serum albumine 
bovine (BSA) et des antibiotiques . Les microparticules ainsi 
35 obtenues sont stockees a 4 # C jusqu'a utilisation. 
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Les micropartlcules portant les antigenes TNP-OVA ou 
TNP-LH sont preparees par incubation de micropartlcules 
portant l'OVA ou le LH avec du TNBS (Trinitrobenzene 
sulfonate) . 

2 ml des micropartlcules qui ont ete couplees au LH ou 
a l'ovalbumine sont laves deux fois dans du PBS et resuspendus 
dans 2 ml de tampon cacodylate contenant 10 mg/ml de TNBS. Les 
micropartlcules sont incubees 30 minutes dans l'obscurite ft la 
temperature ambiante et lavees trois fois dans du PBS. Elles 
sont resuspendues dans 2 ml de PBS contenant 1% de BSA et des 
antibiotiques et stockees a 4*C. 

1.2 Analyse par cytofluorom etrie de flux. 

50 pi de micropartlcules sont laves deux fois dans du 
PBS contenant 1% de BSA et incubes durant 40 minutes ft 4'C 
avec du serum de souris anti-LH ou anti-TNP. Apres deux 
lavages, les micropartlcules sont incubees avec des anticorps 
de chevre couples au FITC (f luoroisothiocyanate) diriges 
centre des immunoglobulines de souris (Biosys, Compiegne, 
France) durant 40 minutes ft 4'C. 

Apres quatre lavages, les microparticules sont 
resuspendues dans 1 ml de PBS contenant 1% de BSA. 

L'intensite de fluorescence est mesuree en utilisant le 
cytometre de flux FACSCAN (Becton Dickinson, Mountain 
View.CA) . 

1.3 Milieu de culture. 

Les lymphocytes sont cultives dans du RPMI 1640 
(Seromed, Munich, FRG) complements avec de la L-glutamine 
2mM, 10% de FCS (serum de veau foetal) inactive par la 
chaleur, du 2-ME 50jiM et des antibiotiques. 

1.4 jtablisggnenj; de la llan «» cellulaire Th specif igue du 
LH . 

Cette lignee cellulaire est etablie et maintenue selon 
le protocole decrit par Taylor et al. (ed. IRL Press. New 
York) et Galelli et al. (J. Immunol. (1990) 145:2397). 

Des cellules de ganglions inguinaux (4 10 /ml) de 
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souris DBA/2 ayant subi 8 jours avant le prelevement des 
cellules, une injection de 100 fig de LH en emulsion dans de 
1« adjuvant complet de Freund a la base de la queue ont ete 
cultivees durant 4 jours dans du milieu de culture en presence 
5 de LH (100 jig/ml) . 

Les cultures sont incubees dans une atmosphere humide a 

7,5% de C02 a 37'C. 

Une lignee cellulaire a ete etablie a partir de cette 
culture initiale par des passages en serie de cellules T 

10 purifiees sur Ficoll (2.l0 5 /ml) en presence de cellules de 
rate de souris DBA/2 irradiees (3000 rad) durant 6 a 8 jours 
(periode de repos) ou avec des cellules de rate irradiees plus 
du LH (100 jjg/ml) durant 4 jours (periode de stimulation). 

Les cellules T utilisees dans les experiences sont 

15 recoltees 8 a 10 jours apres leur derniere mise en presence du 
LH. 

1.5 Estimation de la proliferat ion des cellules Th. 

Des cultures en triplicats contenant 5.10 4 cellules Th 
purifiees sur Ficoll, et 5.10 4 cellules B raemoire specif iques 

20 du TNP purifiees et irradiees (900 rad), ou 5.10 5 cellules de 
rate totales irradiees (3000 rad), ou 10. 5 cellules de rate 
adherentes irradiees (3000 rad), ou 10 5 cellules B de lymphome 
A20 positives pour le MHC de classe II irradiees (3300 rad) 
(Kim et al. J. Immunol. (1979) 122:549), ou 10 5 cellules B 

25 vierges specif iques du TNP et activees par le LPS comrae source 
de cellules presentant les antigenes, et differentes 
concentrations d'antigene ont ete incubees dans des plaques de 
microculture a fond plat (Corning, Cambridge, MA) sous un 
volume total de 0,2 ml/puits de milieu complet. La 

30 proliferation cellulaire T a ete estimee par incorporation de 
la thymidine tritiee durant les huit dernieres heures d'une 
culture de 3 jours. 

Les resultats sont exprimes comme la moyenne 
geometrique de trois cultures, une fois elimine le bruit de 

35 fond. L'ecart type est inferieur a 15 % de la moyenne. 
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1.6 Cellules B specifiques du TNP . 

Les cellules B specifiques du TNP de souris normales 
sont purifiees par liaison et elution sur une gelatine-TNPB et 
selon la technique decrite par Haas et Lay ton J.E., J. Exp. 
Med. (1975) 141:1004. 

Ce protocole a ete modifie afin d'obtenir des 
populations enrichies en cellules B memoires specifiques du 
TNP a partir de la rate de souris precocement immunisees, 
comme precedeiranent decrit (Galelli et al. J. Immunol. (1990) 
145:2397). Les cellules B memoire specifiques du TNP ont ete 
selectionnees sur de la gelatine portant un haptene (gelatine- 
TNP2), en testant l'af finite des recepteurs pour le TNP par 
comparaison aux cellules B vierges, et la capacite a secreter 
de larges quantites d'immunoglobulines G anti-TNP en presence 
de faibles concentrations d'antigenes. 

10 8 cellules de rate ne contenant ni erythrocytes ni 
cellules mortes ont ete suspendues dans 3 ml de HEPES (50 mM) 
tamponnees par du DMEM (Seromed, Munich, Allemagne) et 
incubees dans des boites de Petri en plastique recouvertes de 
gelatine-TNP2.,Les boites sont agitees de maniere douce durant 
15 minutes a 4'C, puis lavees 10 fois par du DMEM a la 
temperature de la glace. Les cellules adherentes sont eluees 
en ajoutant 5 ml de DMEM rechauffe a 37*C et la gelatine-TNP 
liee est eliminee par digestion par la collagenase 
(Collagenase CLSIII de Worthington Biochemicals Freehold, New 
Jersey, 100 U/ml) durant 15 minutes a 37* C. 

Ce protocole conduit a l'obtention finale, exprimee 
comme un pourcentage par rapport au nombre de cellules de rate 
d'origine, de 0,3 a 0,6 % de cellules liant le TNP a partir de 
rate de souris immunisees. Les cellules sont cultivees toute 
la nuit avant 1' addition d'autres cellules et reactifs afin de 
permettre la reexpression d'immunoglobulines de surface 
raodifiees par le traitement par la collagenase. La presence de 
recepteurs libres du TNP sur ces cellules est evaluee par leur 
capacite a lier des erythrocytes portant a leur surface du 
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TNP. 

55 a 76 % des cellules obtenues a partir de souris 
immunisees forment des rosettes avec des SRBC modifiees par le 
TNP. Ces cellules ne proliferent pas en reponse a la 
5 . concanavaline A mais sont enrichies 20 fois, pour les cellules 
qui secretent les immunoglobulines G anti-TNP apres 
stimulation par TNP-LH, par comparaison aux cellules de rate 
non f ractionnees . 

1.7 Cellules B vieraes soecifiaues du TNP et activees par 

10 le LPS 

Des cellules B vierges specifiques du TNP de souris et 
non immunisees ont ete purifiees par liaison puis £lution sur 
de la gelatine-TNP8 comme decrit precedemment. Ces cellules 
ont ete cultivees a une densite de 2.10 6 par ml dans un milieu 

15 contenant 50 jig/ml de LPS (Salmonella enteriditis, Difco 
Laboratories, Detroit, MI) durant 3 jours. Les lymphoblastes 
non adherents ont ete purifies en utilisant du Ficoll-Hypaque 
(Pharmacia, Piscataway, NJ) , puis laves et utilises comme 
cellules accessoires. 

20 1.8 Macrophages . 

Les macrophages ont ete obtenus a partir de cellules de 
rate non immunisees par adhesion durant 4 heures a 37 'C suivie 
d'un lavage des cellules afin d f eliminer les cellules non 
adherentes tel que decrit precedemment (Kakiochi et al. J. 

25 Immunol. (1983) 131:109). 
2. Resultats . 

2.1 Verification du couplaae de l'antioene — aux 
microparticules . 

Le LH a ete couple de maniere covalente a des 

30 microparticules de polyacroleine d'un diametre de 0,25 a 1/5 

jjim. Le couplage du LH aux microparticules a ete controle par 

analyse en cytof luorometrie de flux en utilisant un serum de 

souris anti-LH. 

Les resultats obtenus avec des microparticules de 1,5 

35 sont indiques sur la Figure 1. 
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Les microparticules de 1,5 vm ont ete couplees a 
1 1 ovalbumine (B OVA) ou a la LH (B LH) • Les microparticules 
TNP-OVA ou TNP-LH ( respect ivement designees B (TNP-OVA), B 
(TNP-LH) ont ete pr£parees par incubation de microparticules 
5 portant I'OVA ou le LH avec du TNBS. L f analyse par 
cytofluorometrie a ete effectuee sur des microparticules 
incubees en presence de PBS ou en presence de serum de souris 
anti-LH ou anti-TNP. Apres lavage , les microparticules ont eti 
incubees avec des anticorps de chevre lies au FITC diriges k 
10 I'encontre des immunoglobulines de souris et ont ete analysees 
par cy tome trie de flux. 

Des resultats similaires ont ete obtenus avec des 
microparticules de 0,25 et 0,75 jam. 

Les microparticules temoins couplees avec de 
15 !■ ovalbumine n f ont pas ete reconnues par le serum anti-LH. 

2.2. Comparaison de la capacity de diverses 

populations de splenocytes a presenter des anticrenes 

solubles ou particulaires ■ 

La capacity de splenocytes non fractionnes, de 

20 macrophages et de cellules B vierges specif iques pour le TNP a 
ete comparee quant a leur presentation de LH et de TNP-LH 
soluble ou particulaire a des cellules T specif iques du LH. 

Dans ces experiences, des populations de splenocytes 
ont ete preparees a partir de souris non immunisees. Apres 

25 purification, les cellules B specifiques du TNP ont ete 
activees durant trois jours par du LPS? on sait en effet que 
les lymphoblastes induits par le LPS sont des cellules tres 
efficaces quant a la presentation d'un antigene (Kakiochi et 
al. J. immunol. (1983) 131:109). 

30 Les resultats sont illustres sur la Figure 2 pour 

laquelle 5.10 5 splenocytes irradies, lO 5 cellules adherentes 
ou lO 5 cellules B vierges sp§cifiques du TNP activees par le 
LPS ont ete cultivees avec 5.10 4 cellules Th specif iques du LH 
en presence de quantites varices de LH soluble (A), de TNP-LH 

35 soluble (B) ou fixes sur des microparticules (B (LH) (C) ou de 
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B (TNP-LH) (D) ) . La proliferation cellulaire Th a ete estimee 
au jour 3. 

Comrae le montre la Figure 2 (2A et 2B) , les macrophages 
et les cellules B activies par le LPS stimulent de maniere 
5 efficace les cellules T quand ils sont incubees avec du LH ou 
du TNP-LH solubles. 

Contrairement a ces resultats, seuls les macrophages, 
et non les cellules B specifiques du TNP et activies par le 
LPS sont capables de stimuler les cellules T specifiques du LH 
10 (Figures 2 C et D) quand des microparticules portant du LH ou 
du TNT-LH sont utilisees. 

Ces resultats montrent que les macrophages sont 
responsables de l'activite de presentation de l'antigene des 
cellules spleniques quand des antigenes particulaires sont 

15 utilises. 

Ainsi 1' incapacity de cellules B specifiques du TNP a 
presenter l'antigene particulaire a ete illustree. 

EXEMPLE 2 . + 

Induction d'une renonse proliferative T, CD4 

20 s pecifiques du lvs n^yme in vivo — et — in — vitro — par — des 

microparticules connlees au lvsozvme . 
1. MATERIEL? ET METHODES . 

1.1 Anticenes 

Le lysozyme (LYSO) et l'hemocyanine de Limulus (LH) 
25 proviennent des Laboratoires Sigma. 

1.2 rou plage d* l'antige ne aux microparticules 
L'antigene soluble est rendu particulaire par couplage 

a des microparticules (Polysciences) de 0.2 a l^m de diametre. 
Deux methodes de couplage sont utilisees: 
30 1.2 a) r.onplaoe r-nvalent di rectement sans agent activant. 

Les billes ou microparticules de polyacroleine portent 
des grouperaents aldehyde capables de reagir spontanement avec 
les fonctions amines des proteines. 

1 ml de billes est lave 4 fois dans du PBS, et repris 
35 dans 1 ml d'antigene a 5 mg/ml. Apr&s 3 heures d' incubation a 
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temperature ambiante, les billes sent lavees 3 fois dans du 
PBS et incubees 30 minutes dans 1 ml de PBS-Albumine humaine 
1% afln de saturer les groupements reactifs libres des billes. 
Puis apres lavage, les particules sont reprises dans 2 ml de 
5 PBS-albumine humaine 1%-antibiotique 1% puis conservees a 
+4*C. 

b) Couplaae covalent nar le g lutaraldehvde. 

L'antigene est couple aux billes de polystyrene par le 
glutaraldehvde, capable de former une base de Schiff avec les 
10 groupements amines des proteines . 

0,5 ml de billes est lave 3 fois dans du PBS et repris 
dans 0,5 ml de glutaraldehvde 8%. Apres 6 heures d' incubation 
a temperature ambiante, les billes sont lavees 2 fois et 
reprises dans 1 ml d'antigene a 400jig/ml. Apres incubation 
15 pendant la nuxt a temperature ambiante, les billes sont lavees 
et incubees avec 1 ml d'ethanolamine 0,2 M pendant 30 minutes 
afin de bloquer les fonctions aldehyde libres du 

glutaraldehyde . 

Apres un dernier lavage, les particules sont reprises 
20 dans 1 ml de PBS- albumine humaine 1%-antibiotique 1% puis 

conservees a +4*C. 

Cette methode de couplage permet de determiner la 
guantite de proteines couplees sur les microparticules par 
spectrophotometrie. Les absorbances de la solution de proteine 

25 a 400 ng/ml et du surnageant obtenu apres 1* incubation des 
billes avec cette solution de proteine sont raesurees a 280 nm. 
Connaissant le nombre de billes utilisees pour le couplage, on 
considere que la difference entre la guantite de proteine 
avant couplage et la quantite residuelle apres couplage, 

30 permet d«es timer la quantite de lysozyme couplee par 

particule . 

1.3 Protocole d ' immun isation . 

On a utilise des femelles BALB/c, d'haplotype H-2 , 
agees de 6 a 8 semaines (elevage de l'Institut Pasteur). 
35 - immunisation par voie intra-piritoneale: on injecte 
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100 tig de lysozyme avec 1 mg d'alum, ou, differentes quantites 
d'antigene couple aux billes sans adjuvant, 

- immunisation par voie sous-cutanee: a la base de la 
queue, on injecte 100 vg de lysozyme en emulsion dans 
1' adjuvant complet de. Freund, ou, differentes quantites 
d'antigene couplS aux billes. 

Le serum de chaque souris est prelevS 7 ou 14 jours 
apres chaque injection. La teneur en anticorps des serums est 

mesuree par test ELISA. 

La reponse proliferative cellulaire est mesuree sur les 
ganglions inguinaux et/ou sur . la rate, preleves 7 et/ou 14 
jours apres chaque injection. 

1.4 Detection des anticorps o ar ELISA. 

L'antigene (lysozyme) est incube £ la concentration de 
5ug/ml en tampon carbonate 50 mM-pH=9.6, dans des microplaques 
(Nunc) pendant une nuit a 4*C. Apres lavage avec un tampon 
PBS-Tween 20 a 0,01%, les differentes dilutions des serums a 
tester, realisees en tampon BSA 1%, sont incubees pendant 1 
heure a 37 'C. Apres lavage, on depose 100 j*l par puits d'un 
conjugue anti-Ig de souris (anti-Ig totales fournis par 
Diagnostics Pasteur et anti-Ig specif iques par Sigma), marque 
a la peroxydase, prepare chez la chevre; qui est incube 
pendant 1 heure a 37'C. Apres lavage, on ajoute la solution de 
substrat preparee extemporanement: Orthophenylenediamine a 0,5 
mg/ml (Sigma) en tampon acide citrique 0.1 M-phosphate 
disodique 0.2M-pH=5 auquel on ajoute H 2 °2 au 1 ^ 250 °- 

Une coloration jaune revele la presence d» anticorps 
specif iques; la reaction enzymatique est arretee 8 minutes 
plus tard, par 50 fil de H 2 S0 4 (11,5%). 

L'absorbance de chaque puits est mesuree a 492 nm, par 
un lecteur de densite optique (Dynatech) . Le contr61e negatif 
est realise avec du serum au 1:100 de souris BALB/c non 
immunisees. Les resultats sont exprimes: soit en DOxlOOO a 
partir de l'absorbance mesuree, corrigee de l'absorbance en 
absence de serum; soit par le titre en anticorps calcule a 
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partir de regression lineaire basee sur l'absorbance obtenue 
avec le serum de souris BALB/c non immunisees. 

Lorsque l'antigene est sous forme particulate, le test 
ELISA est realise en tubes. Les dilutions des serums 4 tester 
5 sont incubees directement avec l'antigene couple aux billes 
(8.10 8 particules/ml) . Les lavages se font par centrifugation 
dans le tampon PBS-Tween 20 (0.01%). Lorsque la reaction 
enzymatique est terminee, 200 ftl de chaque tube sont 
trans feres en microplaque puis l'absorbance est mesuree. 
10 i.5 inhibition de la fixation des anticorps anti- 

lvsozvme oar test ELISA . 

Le test ELISA mesure la fixation des anticorps 
specif iques presents dans le serum de souris BALB/c immunisees 
par le lysozyme. Cette fixation est diminuee si le serum est 
15 preincube (avant le test ELISA) avec l'antigene: lysozyme 
soluble ou couple aux billes, qui se comporte alors, comme un 
inhibiteur. 

Le serum anti-lysozyme est preincube avec le lysozyme 
soluble ou couple aux billes, pendant 1 heure a 37 *C puis la 
20 nuit a 4'C; la reaction se faisant en tubes. La fixation des 
anticorps non-lies a 1' inhibiteur est evaluee par test ELISA 
(triplicats) en microplaques , dont les puits ont ete 
recouverts par du lysozyme a 5 yg/ml. L'absorbance de chaque 
puits est mesuree a 492 nm, et corrigee de l'absorbance en 
25 absence de serum. Le controle negatif est realise avec du 
serum au 1:100 de souris BALB/c non immunisees. L'absorbance 
sans inhibiteur lors de la preincubation de serum, correspond 
a la fixation maximale d' anticorps anti-lysozyme. 

Les resultats sont exprimes en pourcentage d' inhibition 
30 de fixation des anticorps et calcule selon le rapport 
DO sans inhibiteur-DO a vec inhibiteur 
DO sans inhibiteur 

35 La determination graphique de la concentration de 

lysozyme soluble ainsi que du nombre de billes couplees au 
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lysozyme, necessaire pour 50% d' inhibition, permet d'estiraer 
la quanta te de lysozyme fixee par particule. 

1.6 stimulation d'un hybridome — T — specifigue — du 
lysozvroe 

5 Un hybridome T a ete produit par immunisation de souris 

BALB/c avec du lysozyme. II reconnait specif iquement le 
peptide 108-116 du lysozyme, en association avec les molecules 
du Complexe Majeur d' Histocompatibility de classe II I-E d . 

10 5 cellules d' hybridome T sont stimulees par des 
10 concentrations croissantes d'antigene: lysozyme ou billes 
couplees, en presence de differentes cellules presentatrices 
de l'antigene: 5.10 5 splenocytes irradies (3000 rad) de souris 
BALB/c ou 10 5 cellules de lymphome B A20, restreintes par les 
molecules de CMH de classe II. Les cellules sont mises en 
15 culture (triplicats) dans un milieu complet RPMI 164.0 
(SEROMED) additionne de 10% de serum de veau foetal 
decomplemente, 50 jiM de /3-mercaptoethanol, 2mM de glutamine, 
100 Ul/ml de penicilline et 100^g/Ml de streptomycine, en 
microplaque a fond plat (Corning 25860) . Le temoin positif est 
20 realise par stimulation de 1 'hybridome par le mitogene de 
lymphocytes T: concanavaline A a 5 ng/ml. 

Le surnageant est prelevi apres 24h de culture a 37'C 
(7.5%C0 2 ), puis congele a - 20 "C pendant 16h minimum. La 
stimulation de 1 'hybridome est mesuree par la teneur en IL2 du 
25 surnageant dans un test de proliferation de cellules CTL-L. 
Les ecarts types ne sont pas mentionnes, car l'erreur est 
inferieure a 10% de la moyenne des triplicats. 

1.7 Dosaoe de l'IL2 et de l'IL4 

La lignee CTL-L est dependante de 1 ' Interleukine 2 et 
30 de 1- Interleukine 4; elle est maintenue en culture en milieu 
complet enrichi de 20% de surnageant de splenocytes de rat, 
incubes 36h avec 2,5 j/g/ml de concanavaline A. 

Apres decongelation, les surnageants de cultures 
(testes au 1/2) sont incubes en presence de 2,25. 10 4 cellules 
35 CTL-L, prealablement lavees trois fois dans le milieu 
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RPMI1640, pendant 3 jours a 37'C (7,5% C0 2 ). 

La proliferation cellulaire est mesuree par addition de 
thymidine tritiee d'activite specifique 1 Ci/mmole, a raison 
de 2 jiCi/ml de culture , pendant les 16 dernieres heures de 
5 culture . 

L'ADN des cellules est recupere apres lyse des cellules 
et filtration a l'aide d'un "Skatron". L 1 incorporation de 
radioactivite est comptee par scintillation a l'aide d'un 
compteur-beta . 

10 Les resultats sont exprimes en cprn a partir de la 

moyenne des triplicats, corrigee de la radioactivite 
incorporee en 1' absence d'antigene. 
1.8 Test de proliferation 

La rate et/ou les ganglions inguinaux sont prelevSs 
15 sterilement 7 ou 14 jours apres 1 'immunisation des souris 
(voir protocole d ' immunisation) . 8.10 5 cellules sont incubSs 
en presence de differentes concentrations d'antigene, soluble 
ou couple aux billes. Les cellules sont mises en culture 
(triplicats) dans du milieu RPMI 1640 (SEROMED) additionne de 
20 1.5% de serum de veau foetal decomplemente, 0,5% de serum 
normal de souris, 50 pM de j32-mercaptoethanol, 2mM de 
glutamine, 100 Ul/ml de penicilline et 100 pg/ml de 
streptomycine; en microplaques (Corning 25860) pendant 4 jours 

a 37'C (7,5% C0 2 ) • 

25 La proliferation des cellules est mesuree par 

incorporation de thymidine tritiee, d'activite specifique 25 
Ci/mmole, a raison de 2 j/Ci/ral d e culture, pendant les 16 
dernieres heures. L'ADN des cellules est recupere apres lyse 
des cellules et filtration a l'aide d'un Skatron, 

30 1 ' incorporation de radioactivite est comptSe par scintillation 
a l'aide d'un compteur-beta, 

Les resultats sont exprimes en cprn a partir de la 
moyenne des triplicats, corrigee de 1 ' incorporation en absence 
d'antigene. 

35 2 - RESULTATS . 
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2.1. Stimulation par le l ysozyme couple aux 

microparticules de cellules ganalionnalres de souris 

immunisees par le lysozvme. 

Dans les essais illustres aux Figures 3A et 3B # des 
5 souris BALB/c ont et6 immunisees par injection spus-cutan6e a 
la base de la queue avec du lysozyme soluble complements avec 
de l 1 adjuvant de Freund (CFA) . 

Apres 14 jours , les ganglions inguinaux ont ete 
preleves, et la reponse proliferative de ces cellules a ete 
10 testee in vitro contre differentes concentrations de lysozyme 
ou contre differentes concentrations de microparticules 
couplees au lysozyme . Les resultats sont exprimes en cpm 
corriges de la valeur obtenue sans antigene. 

Le lysozyme soluble induit une proliferation iraportante 
15 des cellules de souris immunisees par cet antigene en adjuvant 
de Freund (3A). La stimulation in vitro de ces memes cellules 
par les microparticules-lysozyme revele que celles-ci sont 
capables d'induire une tres forte proliferation cellulaire 
(figure 3B) . Les microparticules de plus grand diametre , 0,81 
20 et 0,96 /im ( couplage spontane) , sont tres efficaces. 

2.2- Stimulation par le lvsosvme couple aux billes de 

l'hvbridome T . 

Les figures 4A et 4B correspondent aux resultats de 

stimulation de l'hybridome T, specif ique du lysozyme par le 
25 lysozyme soluble (4A) ou coupl§ aux microparticules (4B). Le 

degre de stimulation de 1'hybridome a ete mesure par le taux 

d'IL-2/IL-4 produites . 

En presence de splenocytes irradies, 1'hybridome T est 

stimule fortement par le lysozyme soluble ( figure 4A) . En 
30 presence de ces cellules , les microparticules-lysozyme de 

grande taille ( 0,81 et 0,96 pm) entraxnent egalement une 

production d , IL-2/IL-4 importante ( figure 4B) , contrairement 

aux microparticules de 0,5 et 0,25 /im qui ne sont pas capables 

de stimuler l'hybridome T specif ique. 

35 
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2.3. Incapacity des cellu les A20 de lymphome — B — a 

pr-gsAnfcer le lvsn*vme coup J 6 *»x billes a l'hybridome T, 
specifiaue du lysozvme. 

On sait que des tumeurs cellulaires B portant des 
recepteurs la peuvent §tre utilises comme cellules presentant 
des antigenes pour des antigenes qui n'ont pas de reactivite 
avec le recepteur Ig mais qui sont fixes par les tumeurs de 
cellules B par des mecanismes non specif iques (Walker et al. 
J. Immunol. (1982) 128:2164; Glimcher et al. J. Exp. Med. 
(1982) 155:445; Mac Kean et al. J. Exp. Med. (1981) 154:1419; 
Mac Kean et al. J. Exp. Med. (1981) 154:1419). 

On a done teste la capacite d'une de ces tumeurs 
cellulaires B, la lignee A20, a presenter le lysozyme sous 
forme soluble ou particulaire . 
15 La presentation du lysozyme soluble ou particulaire a 

ete comparee en utilisant deux sources de CPA : soit une 
source heterogene, les splenocytes totaux irradies, soit des 
cellules B provenant du lymphome A20. Lorsque l'antigene est 
sous forme soluble ( figure 5A) , il peut stimuler l'hybridome 
20 T aussi bien en presence de splenocytes que des cellules B 
A20. Au contraire, le lysozyme particulaire est presente 
uniquement par les splenocytes et non par les cellules B A20 
(figure 5 B) . 

Ces resultats confirment que les splenocytes peuvent 
presenter aux cellules T un antigene , qu'il soit soluble ou 
sous forme particulaire . Par contre, les lymphocytes B sont 
incapables de presenter un antigene rendu particulaire par 
couplage a des billes d'une taille de l'ordre du micron. 

2.4 Tnrinction ri» -rfenonses T prolif eratives par 

i ^n+mn fi des s™,r<s de ly S n » ym e aux micropartlcules. 

L'iramunogenicite in vivo de l'antigene couple aux 
microparticules a ete analysee en immunisant des souris BALB/c 
avec du lysozyme en adjuvant complet de Freund ou avec cet 
antigene couple a des billes de polyacroleine . Apres 14 
35 jours, les cellules des ganglions drainants de ces animaux ont 
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ete stimulees in vitro par differentes concentrations de 

lysozyme soluble. 

En presence de lysozyme soluble, les cellules 
ganglionnaires proliferent fortement, gu'elles proviennent de 
souris immunisees avec le lysozyme soluble ou avec des 
microparticules-lysozyme ( figure 6A) . Ceci demontre que dans 
les deux cas, des cellules T specif iques du lysozyme ont ete 
sensibilisees in vivo . Apres injection a des souris de 
microparticules-LH representant le controle de specif icite, 
les cellules ganglionnaires de ces animaux sont incapables de 
proliferer en reponse a une stimulation par le lysozyme 
soluble in vitro ( figure 6B) . La reponse cellulaire in vitro 
est done specif ique de l'antigene proteique couple aux 
microparticules, utilise lors de 1 • immunisation des souris. 

La reponse proliferative des cellules sensibilisees par 
109 microparticules-lysozyme ( correspondant a 1 yg de 
lysozyme ) en absence d< adjuvant , est aussi elevee que celle 
des cellules d' animaux immunises par 100 pg de lysozyme 
soluble en adjuvant de Freund (CFA) ( figure 6A) . Pour 
verifier et preciser ce resultat, les reponses proliferates 
des cellules ganglionnaires d' animaux ayant regu differentes 
doses de lysozyme en CFA ou differentes concentrations de 
microparticules couplees ont ete comparees, apres stimulation 
In vitro par le lysozyme soluble . 

Dans le cas des Figures 7A et 7B, des souris ont ete 
immunisees par injection sous-cutanee a la base de la queue 
avec du lysozyme soluble et de 1- adjuvant complet de Freund 
(CFA) (Figure 7A) ou des billes couplees a l'antigene sans 
aucun adjuvant (Figure 7B) . 

Apres 14 jours, les ganglions inguinaux ont ete 
preleves, et la reponse proliferative de ces cellules a ete 
testees in vitro contre differentes concentrations de 
lysozyme. Les resultats sont exprimis en cpm corriges de la 
valeur obtenue sans antigene. 

Sur la Figure 7B, il est a noter que les denominations 
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10 9 , 10 8 , 10 7 et 10 6 B-LYSO correspondant respectivement a des 
poids de 1} 0,1; 0,01 et 0,001 M9 en lysozyme. 

Ces resultats demontrent que les cellules 
ganglionnaires des animaux immunises avec des microparticules 
5 portant du lysozyme proliferent in vitro apres mise en contact 
avec le lysozyme, indiquant ainsi une sensibilisation des 
cellules T specif iques de cet antigene. 

La comparaison des effets doses (Figure 7) indique que 
1 iiq de lysozyme couple aux billes donne une reponse quasi- 
10 equivalence a celle de 1 jig d» antigene injecte en CFA. 

La figure 8 represente la reponse proliferative des 
cellules de souris iiraminisees par le lysozyme en adjuvant 
complet de Freund ( CFA) ou en PBS avec des microparticules 
couplees au LH. L 1 addition de billes LH au lysozyme ne permet 
15 pas d'induire des reponses prolif eratives elevees ce qui 
indique que le lysozyme doit etre couple de fagon covalente 
aux microparticules pour induire des reponses T 
prolif eratives . 
EXEMPLE 3 . 

20 induction de reponse anticor ps oar des microparticules 

portant un antigene, 

Les materiels et methodes sont similaires a ceux de 

l'Exemple 2. 

Pour les Figures 9A et 9B, des souris BALB/c ont ete 
25 iiraminisees par injection intra-peritoneale avec 100 v<3 de 
lysozyme soluble en adjuvant (alum) ou avec les billes 
couplees a 1« antigene: lysozyme ou Hemocyanine de Lumulus 
(LH), sans aucun adjuvant. 

Les injections ont ete faites a JO, J21, J42, les 
30 serums ont ete preleves a J20, J31 (ler rappel + 10) J40 et 
J52 (2eme rappel); et testes en ELISA pour leur teneur en 
anticorps. Les resultats sont exprimes en loglO du titre en 
anticorps anti-lysozyme (Figure 9A) et anti-LH (Figure 9B) . 

Trois injections d 1 antigene ont ete faites i.p. aux 
35 jours 0, 21 et 42. Les microparticules-lysozyme donnent de 
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tres bonnes reponses anticorps alors qu'aucune reponse 
anticorps n'est induite par les microparticules LH. Ces 
microparticules, par ailleurs, stimulent de facon tres 
efficace les reponses T. 
5 Une des differences entre le LH et le lysozyme reside 

dans leurs poids moleculaire (14500 pour lysozyme et 71000 
pour LH) . 

A concentrations d'antigene couple egales, la densite 
des molecules de LH sur les billes est done environ 5 fois 
10 plus faible. Ceci pourrait expliquer 1» absence de stimulation 
des reponses anticorps si celles-ci sont dues a la stimulation 
directe T-independante par l'antigene present a forte densite 
sur les microparticules. 
EXEMPLE 4 

15 Kffet de 1 * densite en lysozyme a la surface de 

microparticules sur leur i mmunoqeneicite 
Les materiels et methodes utilises sont similaires a 
ceux de l'Exemple 2. 

L'immunogenicite des billes couplees avec du lysozyme 
20 et presentant un nombre de molecules variables a leur surface 
a ete testee dans les experiences presentees Figures 10 et 11. 

Pour la Figure 10A, des souris BALB/c ont ete 
immunisees par injection sous-cutanee avec 100 jig de lysozyme 
en CFA. Apres 14 jours les ganglions inguinaux ont ete 
25 preleves et les cellules testees in vitro contre les billes 
portant differentes densites de lysozyme (de 1100 a 950.000 
molecules de lysozyme ramenees a des billes de 1 pm de 
diametre). Les resultats sont exprimes en cpm corriges de la 
valeur obtenue sans antigene. 
30 pour la Figure 10B, des souris BALB/c ont ete 

immunisees par injection sous-cutanee a la base de la queue 
avec du lysozyme soluble avec adjuvant (CFA) ou 10 9 billes 
portant differentes densites de lysozyme sans aucun adjuvant. 

Apres 14 jours, les ganglions inguinaux ont ete 
35 preleves, et la reponse proliferative de ces cellules a ete 
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testee in vitro contre differentes concentrations de lysozyme 
on billes. Les resultats sont exprimes en cpm corriges de la 
valeur obtenue sans antigene. 

La proliferation des cellules ganglionnaires provenant 
5 d'animaux immunises par le lysozyme soluble en pFA a ete 
testee apres stimulation in vitro par les differentes 
microparticules-lysozyme. La reponse proliferative de ces 
cellules etant d'autant plus forte que la densite du lysozyme 
en surface des microparticules est elevee . Aucune 

10 proliferation des cellules ganglionnaires n'est obtenue apres 
stimulation par les microparticules presentant une densite de 
1.100 molecules de lysozyme par microparticule ( figure 10A) . 

Dans 1' experience de la figure 10B, 1 ' immunogenicite de 
ces microparticules a ete testee in vivo . Des souris BALB/c 

15 ont ete immunisees par les differentes microparticules , sans 
adjuvant , et les cellules ganglionnaires de ces animaux ont 
ete stimulees in vitro par differentes concentrations de 

lysozyme soluble . 

La proliferation des cellules ganglionnaires provenant 

20 d'animaux immunises par les microparticules couplees au 
lysozyme a forte densite ( 950.000 et 210.000) est elevee, et 
comparable a la reponse des cellules sensibilisees par 100 pg 
de lysozyme en CFA . Apres immunisation par les 
microparticules portant une densite moyenne de lysozyme 

25 (45.000), les cellules proliferent en reponse au lysozyme in 
vitro a partir de 10 -1 Mg/ml . Les microparticules de plus 
faible densite n'ont pas sensibilise les cellules T in vivo, 
car aucune proliferation n'a ete observee en presence de 
lysozyme meme a concentration elevee ( figure 10B ) . 

30 II est a noter que 10 9 microparticules couplees avec le 

lysozyme a haute densite correspondent a 23pg (1-950.000-6) et 
5 pg ( 1-210. 000-G) de lysozyme couple, cependant la 
proliferation des cellules est aussi elevee qu' apres injection 
de 100 pg de lysozyme en CFA . 

35 pour la Figure 11 , des souris BALB/c ont ete 
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immunisees par injection sous-cutanee de lysozyme avec 
adjuvant (CFA) ou avec 10 9 raicroparticules portant differentes 
densites de lysozyme (950.000; 210.000, 45.000 et 1100 
molecules respectivement, ramenees a une microparticule de 1 
5 .pm de diametre) • 

Apres 14 jours, les serums ont ete prelevSs et testes 
en ELISA pour leur teneur en anticorps anti-lysozyme. Les 
resultats sont exprimes en loglO du titre en anticorps* 

La reponse humorale des souris immunisees par ces 

10 microparticules presentant differentes densites de lysozyme a 
ete etudiee . L* injection de 100 ixq de lysozyme en CFA induit 
un taux eleve d' anticorps anti-lysozyme ( figure 11) 
Quatorze jours apres 1' immunisation , les billes couplees a la 
plus forte densite de lysozyme ( 950.000) ont induit une 

15 production d' anticorps significative , alors que les billes de 
densite inferieure n'ont pas stimule 1' induction de reponse 
anticorps anti-lysozyme significative . II faut noter , en 
particulier , que les billes de density 210.000 qui ont induit 
une excellente proliferation specif ique du lysozyme n'ont pas 

20 stimule la production d' anticorps . 

Ces resultats revelent que la proliferation de cellules 
T est induite avec des densites de lysozyme allant de 45.000 a 
950.000 molecules de lysozyme par microparticule , alors que 
la production d 1 anticorps necessite une density importante de 

25 proteine couplee aux microparticules. 

Au sens de la presente description, 1' expression 
"microparticules " designe des particules pouvant avoir 
diverses configurations geometriques et spatiales . Dans la 
pratique , il s f agit prif^rentiellement de microspheres ou 

30 billes, telles qu'elles sont obtenues par les techniques 
usuelles de fabrication des polymeres. 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation de microparticules en materiau 
synthetique polymere, portant en surface une ou plusieurs 
proteines liees de maniere covalente, la ou lesdites proteines 

5 portant chacune un ou plusieurs epitopes, pour la fabrication 
d'un medicament ou d f un vaccin pour 1' induction d'une reponse 
immunitaire, les densites de la ou des proteines a la surface 
des microparticules Stant ajustees afin d'orienter ladite 
reponse immunitaire, vers 1' induction d'une reponse humorale 
10 et cellulaire ou vers 1' induction d'une reponse 
majoritairement cellulaire. 

2. Utilisation selon la revendication 1/ pour 
1' induction de reponses cellulaire et/ou humorale, 
caracterisee en ce que les microparticules presentent une 

15 densite pour chacune des proteines portant un epitope d'au 
minimum 10 5 molecules /pm 2 et preferentiellement 5.10 5 
proteines/pm 2 . 

3. Utilisation selon la revendication 1, pour 
!• induction d'une reponse majoritairement cellulaire, 

20 caracterisee en ce que les microparticules presentent une 
densite pour chacune des proteines portant un epitope, 
comprise environ entre 10 4 et 5*10 4 mol&cules/j/m 2 . 

4. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 3, 
caracterisee en ce que les microparticules ont un diametre 

25 moyen compris entre environ 0,75 et environ 1,5 pm, et 
preferentiellement de lpm. 

5. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 4, 
caracterisee en ce que la liaison est effectuee par reaction 
des fonctions NH 2 et/ou CO des proteines et du materiau 

30 constituant la microparticule. 

6. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 4, 
caracterisee en ce que la liaison des proteines et du materiau 
constituant la microparticule est covalente et est effectuee 
par 1 • intermediate d'un agent pontant. 

35 7. utilisation selon la revendication 6, caracterisee 
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en ce que 1' agent pontant est le glutaraldehyde ou le 
carbodiimide. 

8. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 7, 
caracterisee en ce que ledit materiau est un polymere 

5 biocompatible. 

9. Utilisation selon la revendication 8, caracteris£ en 
ce que ledit polymere est le polyacroleine ou le polystyrene 
ou des polymeres d'acide lactique ou des copolymeres d'acides 
lactique et glycol ique . 

10 10. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 9, 

pour la fabrication d'un medicament pour la therapeutique 
humaine, caracterisee en ce que ledit polymere est 
biodegradable. 

11. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 10, 
15 caracteris£e en ce que les raicroparticules portent en surface 

des molecules susceptibles d'activer le systeme immunitaire. 

12. Procede pour la fabrication d'un medicament ou d'un 
vaccin dont la reponse immunitaire est soit majoritairement 
humorale soit majoritairement cellulaire, ledit procede etant 

20 caracterise en ce qu'on fixe de mani&re covalente sur des 
microparticules en materiau synthetique polymere au moins une 
proteine portant un ou plusieurs epitopes ou des peptides 
contenant uniquement des epitopes T ou B ou une composition 
des deux en faisant varier la densite de la proteine fixee a 

25 la surface selon le type de reponse desiree. 

13. Procede selon la revendication 12, caract§rise en 
ce qu'on utilise des microparticules comme indiqu§ a 1'une 
quelconque des revendications 1 a 11. 

14. Microparticule en un materiau synthetique polymere 
30 portant en surface une ou plusieurs proteines liees de maniere 

cova Xente au materiau constituant la microparticule, la ou 
lesdites proteines portant chacune un ou plusieurs epitopes , 
et etant presentes a des densites comprises entre 10 4 et 
5. 10. 5 proteines /jam 2 pour chacune des proteines. 
35 15. Microparticule selon la revendication 14 f 
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caracterisee en ce qu'elle a un diaraetre moyen compris entre 
environ 0,25 ixm et 1,5 pm, et preferentiellement de lpm . 

16. Microparticule selon l f une des revendications 14 et 
15, caracterisee en ce que la liaison est effectuee par 
reaction des fonctions NH 2 et/ou CO des proteines et du 
materiau constituant la microparticule. 

17. Microparticule selon l'une des revendications 14 et 
15, caracterisee en ce que la liaison des proteines et du 
materiau constituant la microparticule est effectuee par 
1 f intermediate d'un agent pontant. 

18. Microparticule selon la revendication 17, 
caracterisee en ce que 1' agent pontant est le glutaraldShyde, 
ou le carbodiimide . 

19. Microparticule selon l'une des revendications 14 a 
18 , caracterisee en ce qu'elle est compos§e d'un polymere 

biocompatible . 

20. Microparticule selon la revendication 19, 
caracterisee en ce que ledit polymere est la poly(acroleine) 
ou le polystyrene, un polymere d'acxde lactique ou un 
copolymere d'acide lactique et glycolique . 

21. Microparticule selon la revendication 19, pour 
1' application en therapeutique huraaine, caracterisee en ce que 
ledit polymere est biodegradable. 

22. Microparticule selon l'une des revendications 14 a 

21, caracterisee en ce qu'elle porte en surface des molecules 
susceptibles d'activer le systeme immunitaire. 

23. Microparticule selon l'une des revendications 14 a 

22, caracterisee en ce que ladite proteine comprend 1' epitope 
B de la region pre-s 2 de 1'antigene HBs du virus de 1 'hepatite 
virale . 

24. Microparticule selon l'une des revendications 14 a 
22, caracterisee en ce que ladite proteine comprend 1' epitope 
B de la proteine VP1 du virus de la poliomyelite. 

25. Microparticule selon l'une des revendications 14 a 
22, caracterisee en ce que ladite proteine comprend 1- epitope 
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B de la proteine gp 120 du virus HIV-1. 

26. Medicament ou vaccin, caracterise en ce qu'il 
coraprend des microparticules selon l'une des revendications 14 
a 25. 

27. - Composition pharmaceutique caracterisee en ce 
qu'elle comprend des microparticules selon l'une des 
revendications 14. a 25 en association avec des diluants et 
adjuvants pharmaceutiquement compatibles. 
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(§4) Microparticules portant des antigenes et leur utilisation pour Production de reponses humorales ou cellulai- 



res 

(5^ Utilisation pour induction d'une reponse immunitatre 
as microparticules en materiau synth6tjque polymers por- 
tant en surface une ou plusleurs proteines liees de manlere 
covaiente pouvant porter un ou plusleurs epitopes, les den- 
sites de !a ou des proteines a la surface des microparticu- 
les etant ajustees atln d'orlenter la reponse immunitalre 
vers induction d'une reponse humorale et cellulaire ou 
vers i 'Induction d'une reponse majoritairement cellulaire. 

Les microparticules ont un diametre moyen compris en- 
tre environ 0,75 et environ 1,5 urn. 
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La presente invention a pour objet des microparticules 
portant en surface des antigenes et leur utilisation pour 
1" induction de reponses humorales ou cellulaires. 

Plus specif iguement, 1« invention concerne egalement des 
microparticules comportant, en surface, une densite importante 
d' antigenes. 

Les cellules B qui expriment des recepteurs 
immunoglobulins specifiques pour un antigene particulier sont 
hautement efficaces pour la presentation de cet antigene. 
(Rock et al. C, J.Exp. Med. (1984) 160; 1102; Hutchings et 
al. Eur. J. Immunol. (1987) 17:393). Par exemple, des cellules 
B specifiques peuvent presenter la toxoide tetanique a des 
cellules T a des concentrations en antigene 10 4 inferieures a 
celles requises pour la presentation par des cellules B non 
specifiques ou des monocytes du sang peripherique . 
(Lanzavecchia, Nature, (1985) 314:537). 

De plus, des etudes in vivo avec des souris deficientes 
en cellules B indiquent que ces cellules sont requises pour 
1» activation des cellules T des ganglions lymphatiques 
(Janeway et al. J. Immunol. (1987) 138:1051; Ron, et al. J., 
j. Immunol. (1987) 138:2848; Kurt-Jones et al. A.K. J. 
Immunol. (1987) 140:3773). 

Les souris deficientes en cellules B presentent aussi 
des reponses reduites en ce qui concerne les cellules T CD4 
et CD8 + specifiques de tumeurs, apres immunisation par le 
virus de la leucemie murine de Freund (Schultz et al., 

Science, (1990) 291). 

La capacite des cellules B a modifier et a presenter 
1' antigene en vue de la reconnaissance par des cellules T 
Helper CD4 + restreintes au complexe majeur d' histocompa- 
tibility de classe II (MHC) forme la base d'un modele 
deactivation des cellules B par les cellules T. (Noelle et al. 
The Faseb Journal. (1991) 5:2770). 

La reconnaissance par des cellules T Helper CD4 du 
complexe peptide-MHC de classe II a la surface des cellules B 
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permet la formation de conjugues stables physiquement entre 
les cellules T et les cellules B (Kupfer et al. S.J. Proc. 
National Acad. Sci. USA. (1986) 83:6080). 

Cette reconnaissance directe a pour resultat la 
5 proliferation et la dif ferenciation de cellules B en reponse a 
des lymphokines telles 1 "lnterleukine-2, 1 ■ Interleukine-4 ou 
1 • lnterleukine-5 . 

L' induction de la reponse anticorps contre un antigene 
necessite done la presentation de 1' antigene par des cellules 
10 B. 

La plupart des etudes sur la presentation de 1' antigene 
ont 6te effectuees en utilisant des proteines solubles telles 
que la toxoide du titanos, le lysozyme, 1 ' hemocyanine (LH) . 
Cependant, la plupart des antigenes auxquels le systeme 
15 immunitaire est expose, sont inclus dans des structures 
particulaires complexes telles que des bacteries ou des 
parasites. 

II est bien etabli que les cellules qui sont capables 
de phagocytose telles que les macrophages peuvent presenter 
20 des antigenes bacteriens a. des cellules T. 

Par contre, on ne salt pas si des cellules qui ne 
phagocytent pas, telles que les cellules B, peuvent presenter 
des antigenes complexes et de tallies importantes. 

II a ete montre recemment que, in vivo, des antigenes 
25 bacteriens devaient §tre mis sous une forme soluble, pour 
induire une reponse anticorps dependante des cellules T 
(Leclerc et al. J. Immunol. (1990) 144:3174; Leclerc et al. J. 
Immunol. (1991) 147:3545). 

II convenait cependant d'etablir encore qu'in vivo, les 
30 antigenes proteiques bacteriens sont exclusivement presentes 
aux cellules T par des cellules phagocytaires et que les 
cellules B ne peuvent modifier des antigenes sous forme de 
particules . 

A cet effet, on a compare, selon la presente invention, 
35 la capacite de macrophages et de cellules B a presenter le 
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meme antigene, sous une forme soluble et particulaire . 

On a notamment utilise des antigenes protiiques ,tels 
que le lysozyme et le TNP-LH, couples a des microparticules de 
poly(acroleine) ou de polystyrene ayant une taille comparable 
5 a celle d'une bacterie . 

Selon 1' invention, on a raontre de maniere surprenante 
que les cellules B qui presentent le TNP-LH ou le lysozyme de 
maniere tres efficace, sont incapables de presenter ces 
antigenes couples a des billes. Par contre, les macrophages 
10 presentent les deux formes d' antigenes aux cellules T. 

L- etude de la presentation des antigenes et de 
1' induction de la reponse T cellulaire et/ou humorale a une 
importante scientifique et medicale particuliere . 

En effet, 1' orientation vers une reponse pureroent 
15 cellulaire ou une reponse purement humorale peut permettre de 
vacciner contre certains pathogenes, de modifier certains 
dysfonctionnements biologiques et de guerir certaines 
pathologies . 

Par exemple, une telle orientation permettrait 

20 d'eliminer des infections persistantes ou d'operer une 
regulation des reponses allergiques . 

De plus, il existe deux sous -populations de cellules T, 
CD4 + , les Thl et les Th2 qui ont des capacites differentes a 
produire di verses lymphokines ( Mosmann , Cherwinski, Bond , 

25 Giedlin et Coffman, J. Immunol., 136, 2348-2357 (1986)) . 
V induction de Thl ou de Th2 joue un role majeur dans la 
resistance aux infections bacteriennes , parasitaires ou 
virales . Ainsi, dans le cas de la leishmaniose cutanee 
murine, les Thl protegent de 1' infection alors que les Th2 

30 aggravent la maladie . In vitro , les lymphocytes B stimulent 
de fagon optimale la proliferation des clones Th2 alors qu'une 
forte proliferation des clones Thl est observee avec les 
cellules adherentes ( Gajewski, Pinnas, Wong et Fitch . J. 
Immunol., 146, 1750-1758 (1991) ). 

35 l "orientation de 1' antigene vers la presentation par 
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des cellules B ou des macrophages peut permettre d' induire des 
reponses Thl ou Th2. 

Differentes techniques ont ete developpees jusqu'S 
present pour induire une meilleure reponse iramunitaire. 
5 La plus ancienne des methodes consiste a activer le 

systeme inununitaire a l'aide d' adjuvants. Ainsi, l f adjuvant de 
Freund permet d'augmenter I'intensite des reponses humorale et 
cellulaire . Cependant, de tels adjuvants presentent des 
inconvenients majeurs dus a leur manque de specificite, & leur 

10 toxicite et aux reactions immunologiques parasites qu'ils 
risquent d f induire, en raison de leur manque de purete. 

Les iscomes (abreviation de 1* expression immuno- 
stimulating complexes) sont composes d'un complexe antigenique 
et d'un adjuvant, le QuilA qui est extrait d'un arbre. Ces 

15 particules ont un diametre d' environ 35 run et sont composees 
de sous-unites d f environ 12nnw Elles permettent d' induire une 
reponse immunologique mais le plus souvent les antigenes sont 
encapsules et sont done ensuite relargues dans le milieu 
exterieur. En outre, la technique ne permet pas un controle 

20 precis du type de cellules presentant ces particules, et de ce 
fait ces particules induisent une double reponse humorale et 
cellulaire. 

Enfin, du point de vue pratique, on notera des 
difficultes de preparation, un manque de stabilite et une 
25 toxicite importante de ces particules. 

Les liposomes dont l f utilisation a aussi Ste testee 
pour I 1 induction d'une reponse immunitaire presentent les 
memes inconvenients que les iscomes. 

Des microparticules biodegradables comme par exemple 
30 des polymeres d'acide lactique et glutamique ont aussi ete 
developpees (Aguado et Lambert, Immuno. Biol., 184, 113-125, 
(1992)). Ces microparticules liberent au cours de leur 
degradation , l'antigene sous forme soluble. Cette liberation 
permet une presentation de l'antigene par di verses cellules et 
35 ^induction d'une reponse humorale sans possibility 
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d' orientation vers une reponse specif iquement cellulaire. 

Des particules constitutes exclusivement de proteines 
recombinantes ont aussi ete synthetisees . Ainsi, la demande de 
brevet frangais FR 2.635.532 decrit des particules composees 
5 d'une protiine hybride entre l'antigene HBs et une sequence 
immunogene supposee induire des anticorps neutralisants 
diriges centre des virus HIV. 

Des particules contenant la toxine de la poliomyelite 
ont aussi ete fabriquees. 

10 ces particules presentent des inconv§nients notables. 

Ainsi, il est tres difficile d'inserer des sequences longues 
dans ces particules. De plus, elles induisent tant une reponse 
humorale que cellulaire et il n'est done pas possible 
d'obtenir specif iquement l'une des deux. 

X5 De plus, dans 1" ensemble de ces travaux, le critere de 

la taille des particules n'a jamais ete considSre comme 
critique . Cependant , des particules de petites tailles 
(nanoparticules ) comme les particules HBs pourraient etre 
presentees par les lymphocytes B. Au contraire, des particules 

20 de taille trop importantes ( superieures a 5-10 microns) ne 
peuvent pas etre presentees par des cellules phagocytaires ♦ 

Les diverses solutions proposees dans l'etat de la 
technique d'une part pour permettre une induction d f une 
reponse inummologique importante et d r autre part pour diriger 

25 cette reponse specifiquement dans une des deux voies de 
reponse, humorale ou cellulaire, ne sont done pas 
satis f aisantes . 

L' invention propose de mettre au point des produits 
permettant d'obtenir une bonne reponse immunologique tout en 

30 ayant une orientation cellulaire ou humorale. 

Selon 1' invention, on a trouve de maniere surprenante 
qu f une telle reponse pouvait etre induite a I'aide de 
microparticules , de faibles tailles et presentant des 
densites antigeniques variees. 

35 La presente invention a particulierement pour objet des 
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microparticules en materiau synthetique polymere portant en 

surface une ou plusieurs proteines liees de maniere covalente 

au materiau constituant les microparticules,, la ou lesdites 

proteines portant chacune un ou plusieurs epitopes et etant 
5 presentes a une derisite comprise entre 10 4 et 5.10 5 

molecules/pm 2 pour chacune des proteines. 

L f invention conceme aussi les caracteristiques ci- 

apres, considerSes isolement ou selon toutes leurs 

combinaisons techniquement possibles: 
10 Le couplage des proteines antigeniques ou 

microparticules doit etre covalent pour eviter la liberation 

sous forme soluble de l'antigene. 

Les microparticules ont avantageuseraent un diametre 

moyen compris environ entre 0,75 pm et 1,5 pm, et 
15 pref&rentiellement d 1 environ 1 jm afin de pouvoir etre 

presentees aux lymphocytes T, CD4 + par des cellules phago- 

cytaires mais pas par des lymphocytes B . 

Lesdites microparticules sont plus particulierement 

caracterisees en ce que la liaison covalente est realisee par 
20 reaction des fonctions NH 2 et/ou CO des proteines et du 

materiau constituant la microparticule. 

Avantageuseraent une telle liaison se fera par 

1 1 intermediate d'un agent pontant, tel que par exemple le 

glutaraldehyde ou le carbodiimide • Neanmoins, tout autre agent 
25 bifonctionnel permettant une telle liaison peut etre utilise. 

De tels agents sont connus, voir par exemple Synthetic 

polypeptides as antigens , M.H. Von Regenmortel , J. P. Briand, 

S, Muller and S. Plane 198E ( Elsevier). 

Le materiau constituant la microparticule est 
30 avantageusement un polymere biocompatible, tel qu'un polymere 

acrylique, par exemple la polyacroleine ou le polystyrene ou 

des poly(alpha-acides hydroxyques ) , des copolymeres d'acides 

lactiques et glycoliques , ou des polymeres d'acides 

lactiques . 

35 on entend par polymere tout homopolymere ou hetero- ou 
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copolymere. 

II doit permettre un couplage covalent des proteines au 
materiau et ne doit pas entrainer de reaction de re jet ou de 
toxicite de la part de I'organisme auquel il pourrait etre 
5 injecte. Avantageusement, il s'agit, pour 1 'application en 
therapeutique humaine, d'un polymere biodegradable, par 
exemple un polymere pouvant etre degrade par les cellules 
possedant des enzymes lysozomiaux, telles que les macrophages. 

De tels materiaux biodegradables peuvent etre des 
10 polymeres d'acide lactique et glutamique ou des polymeres 
utilises pour des usages biomedicaux, et en particulier ceux 
utilises dans les sutures. 

Une telle microparticule peut porter a sa surface outre 
des proteines antigeniques, des molecules susceptibles 
15 d'activer le systeme immunitaire , telles que des 
inter leukines, en particulier 1 • inter feron-garama ou 
1 1 interleukine 4. 

Ces microparticules peuvent porter une ou plusieurs 
proteines qui peuvent elles-memes comprendre chacune un ou 
20 plusieurs epitopes. De tels proteines peuvent etre des 
glycoproteines , des peptides synthStiques contenant un Epitope 
ou plusieurs epitopes , ou toute autre molecule non proteique 
ou contenant une partie proteique pouvant induire une r§ponse 
immunitaire • 

25 L' invention a pour autre objet des medicaments ou 

vaccins comprenant les microparticules dicrites ci-dessus, 
ainsi que des compositions pharmaceutiques caracterisees en ce 
qu f elles les comprexment, en association avec des diluants ou 
des adjuvants pharmaceutiquement compatibles. 

30 La presente invention est de maniere generale relative 

a l'utilisation de microparticules en materiau synthetique 
polymere portant en surface une ou plusieurs proteines liees 
de maniere covalente r la ou lesdites proteines portant chacune 
un ou plusieurs epitopes T ou B , pour la fabrication d'un 

35 medicament ou d'un vaccin pour 1' induction d'une reponse 
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inununitaire, selon laquelle les densitSs de la ou des 
proteines a la surface des microparticules sont ajustees afin 
d'orienter ladite reponse inununitaire vers une reponse 
majoritairement humorale ou majoritairement cellulaire. 
5 Sous un autre aspect, 1' invention a aussi pour objet un 

pirocede pour la fabrication d'un medicament ou d'un vaccin 
dont la reponse inununitaire est soit majoritairement humorale 
soit majbritairement cellulaire, de type Thl ou Th2 r ledit 
procede etant caracterise en ce qu'on fixe de maniere 

10 covalente sur des microparticules ou billes en materiau 
synthetique polymere au moins une proteine portant un ou 
plusieurs epitopes en faisant varier la densite de la proteine 
fixee a la surface selon le type de reponse desiree. 

Afin d'induire une reponse cellulaire et humorale, on 

15 utilisera preferentiellement des microparticules presentant 
une densite pour chacune des proteines portant un epitope d'au 
minimum 10 5 et preferentiellement d ' environ 5 • 10 5 
molecules/^m 2 . De telles densites correspondent environ pour 
une bille d'un diametre de lpm a des quantites de proteines a 

20 la surface de la microparticule respect ivement de 10 5 et 4*10 
molecules • 

En vue de l f induction d'une reponse majoritairement 
cellulaire, CD4 + , classe II restreinte, on utilisera, 
preferentiellement, des microparticules presentant une density 
25 pour chacune des proteines portant un epitope comprise entre 
environ 10 4 et 5.10 4 molecules de proteines /jm 2 . 

Les autres caracteristiques de ces microparticules sont 
celles mentionnees plus haut concernant les microparticules a 
haute densite* 

30 Les proteines et antigenes li§s de maniere covalente 

aux microparticules dependent de 1 ' application prevue desdites 
microparticules . 

Elles dependent egalement du type de reponse 
inununitaire que l'on souhaite induire, mais aussi de la 

35 maladie ou de 1' affection que l'on souhaite traiter ou dont on 
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souhaite premunir le sujet. 

A titre d' exemple, on pourra utiliser les epitopes de 
la region Pre S2 de l'antigene HBS du virus de 1 'hepatite 
virale dont les sequences sont les suivantes: 
5 - epitope T: Pre S:T (120-132) 

MQWNSTTFHQTLQ 

10 - epitope B: Pre S:B (132-145) 

QDPRVRGLYFPAGG 

On peut aussi citer a titre d'exemples les epitopes de 
15 la proteine VP1 du virus de la poliomyelite dont les sequences 
sont les suivantes: 

- epitope T: C3:T (103-115) 

20 KLFAVWKITYKDT 
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- epitope B: C3:B (93-193) 

DNPASTTNKDK 

Un autre exemple de sequence est 1' epitope de la boucle 
V3 de la proteine GP120 du virus HIV1 dont la sequence est la 
suivante : 

- epitope T + B: boucle V3 

INCTRPNNNTRKSIRIQRGPGRAFVTIGKIGNMRQAHCNI 

35 on utilisera preferentiellement les epitopes B pour 

induire une reponse humorale a l'aide de microparticules a 
forte densite et les epitopes T pour induire une reponse 
majoritaireraent cellulaire a l'aide de microparticules a 
faible densite en proteines de surface. 

40 D e telles microparticules seront injectees aux patients 

que l'on veut traiter de maniere therapeutique ou 
prophylactique par les moyens connus de 1 'Homme du metier, par 
exemple par injection sous-cutanee, intraperitoneal, 
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intraveineuse, ou par tout autre moyen permettant d'induire 
une reponse immunitaire. 

On se reportera a ce sujet a Current protocols in 
immunology ,( Edited by J.F. Coligen, A.M. Kruisbeek, D.H. 
Margulies, E.M. Shevach, W. Strober Wiley- Intersciences 
Editors) dans lequel sont repertories les techniques 

d • immunisation . 

Un des avantages particuliers de la presente invention 
reside dans le fait qu'elle permet d'induire des reponses 
immunitaires humorale ou cellulaire sans adjonction 
d' adjuvants aux billes ou microparticules . Neanmoins, 
1- adjonction d' adjuvants non toxiques et n'entrainant pas de 
reaction immunitaire parasite est aussi envisageable dans le 
cadre d'une utilisation selon la presente invention. 

La presente invention est illustree sans pour autant 
etre limitee par les exemples qui sui vent dans lesquels: 

Les diagrammes de la Figure 1 sont des resultats 
d» analyses par fluorometrie (FACS) de microparticules portant 
des antigenes LH ou TNP-LH. Les ordonnees indiquent 
1'anticorps utilise (PBS-temoin, anti-LH, anti-TNP) . Les 
abscisses indiquent les types de microparticules testees: B 
(LH), B (TNP-LH), B (OVA) et B (OVA-TNP) qui correspondent a 
des microparticules sur lesquelles sont lies respectivement le 
LH, le TNP-LH, l'ovalbumine et 1 • ovalbumine-TNP . 

Les figures 2A a 2D represented la capacite de 
cellules de rate, de macrophages et de cellules specifiques B 
du TNP et activees par le LPS a presenter respectivement le 
LH, le TNP-LH, des microparticules portant du LH et des 
microparticules portant le TNP-LH. 

La Figure 3 est une courbe indiquant les reponses 
proliferatives de cellules ganglionnaires de souris immunisees 
par le lysozyme soluble et stimulees in vitro par le lysozyme 
soluble ( figure 3A) ou par des microparticules portant le 
lysozyme de diametres 0,25, 0,75 et 1,5 *mt (figure 3B) . La 
proliferation cellulaire est mesuree par 1 • incorporation de 
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thymidine (CPM) en ordonnees, tandis que la dilution des 
microparticules est indiquee en abscisses. 

La Figure 4 represente la production d'IL2/IL4 par un 
hybridome specifique du lysozyme apres stimulation par du 
lysozyme soluble (figure 4A) ou par des microparticules 
portant du lysozyme (figure 4B) . Les concentrations des 
microparticules sont indiquees en abscisses f tandis que la 
proliferation est indiquee en ordonnees. 

Les Figures 5A et 5B representent 1* activation de 
1' hybridome T spicifique du lysozyme mesuree par la production 
d'IL2/IL4 apres stimulation par le lysozyme soluble (figure 
5A) ou couple aux microparticules (figure 5B) en presence de 
spl§nocytes ou de cellules B(A20) comme cellules presentant 
1 'ant i gene. 

Les Figures 6 A et 6B representent la proliferation in 
vitro apres stimulation par le lysozyme soluble de cellules de 
ganglions inguinaux de souris immunisees respectivement par du 
lysozyme soluble en adjuvant complet de Freund (Figure 6A) et 
par du lysozyme couple a des microparticules (Figure 6B) . 

Les figures 7A et 7B representent la proliferation in 
vitro apres stimulation par le lysozyme de cellules de 
ganglions inguinaux de souris immunisees par diverses 
concentrations de lysozyme soluble (7A) ou couple a des 
microparticules (7B) . 

La figure 8 represente la proliferation de cellules 
ganglionnaires de souris immunisees par le lysozyme en 
adjuvant complet de Freund ou en PBS en presence de 
microparticules couplees au LH . 

Les Figures 9A et 9B representent respectivement les 
taux d'anticorps anti-lysozyme (Figure 9 A) et d'anticorps 
anti-LH (Figure 9B) de souris immunisees avec du lysozyme et 
de 1* adjuvant alun , des microparticules portant du lysozyme 
ou des microparticules portant du LH. 

La Figure 10 represente la proliferation de cellules de 
souris immunisees par injection de lysozyme en presence 
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d' adjuvant de Freund , apres stimulation in vitro par des 
microparticules portant du lysozyme a differentes densites. 

La Figure 10B represente la proliferation in vitro de 
cellules de souris immunisees in vivo par du lysozyme ou des 
5 billes portant du lysozyme apres stimulation par differentes 
concentrations de lysozyme. 

La Figure 11 est un diagramme illustrant la production 
d'anticorps anti-lysozyme de cellules de souris immunises par 
injection de lysozyme et d' adjuvant de Freund ou de 
10 microparticules portant du lysozyme. 
EXEMPLE 1 : 

Preparation de billes couplees a LH ou a 1 1 ovalbuinine . 

1. Materiel et methodes et presentation oar des 
cellules B ou par des macrophages . 
15 Les souris sont des femelles BALB/c et DBA/2 agees de 6 

a 8 semaines. 

Les antigenes sont le LH et I'ovalbumine (OVA) 
commercialises par Sigma Chemical (St-Louis, USA). 
L'hemocyanine trinitroph§nylee (TNP4-LH) a ete preparee telle 
20 que decrit precedemment (Shutze et al w J. Immunol. (1989) 
142:2635) • 

1.1 Couolaqe covalent des antigenes ou micr oparticules de 
polyf acroleine) . 

Des microparticules de poly(acroleine) d'un diametre 
25 compris entre 0,25 et 1,5 pm, commercxalis§es par Polysciences 
Inc. (Washington PA), sont couplees a l'ovalbumine ou au LH 
comme decrit precedemment (Rembaum et al. Immunol. (1982) 
52:341; Ziegler et al. Eur. J. Immunol. (1987) 17:1287). 

1 ml de ces microparticules est lave deux fois dans du 
30 PBS et resuspendu dans 1 ml de LH ou d ' ovalbuinine (5 mg/ml 
dans du PBS). Apres trois heures d l incubation a temperature 
arabiante, les microparticules sont laves deux fois dans du PBS 
et resuspendus dans 2 ml de PBS contenant 1% de serum albumine 
bovine (BSA) et des antibiotiques . Les microparticules ainsi 
35 obtenues sont stockees a 4 # C jusqu'a utilisation. 
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Les micropartlcules portant les antigenes TNP-OVA ou 
TNP-LH sont preparees par incubation de microparticules 
portant l'OVA ou le LH avec du TNBS (Trinitrobenzene 
sulfonate) . 

2 ml des microparticules qui ont ete couplees au LH ou 
a l'ovalbumine sont laves deux fois dans du PBS et resuspendus 
dans 2 ml de tampon cacodylate contenant 10 mg/ml de TNBS. Les 
microparticules sont incubees 30 minutes dans l'obscurite a la 
temperature ambiante et lavees trois fois dans du PBS. Elles 
sont resuspendues dans 2 ml de PBS contenant 1% de BSA et des 
antibiotigues et stockees a 4*C. 

1.2 Analyse par cytof luorom etrie de flux. 

50 pi de microparticules sont laves deux fois dans du 
PBS contenant 1% de BSA et incubes durant 40 minutes a 4'c 
avec du serum de souris anti-LH ou anti-TNP. Apres deux 
lavages, les microparticules sont incubees avec des anticorps 
de chevre couples au FITC (f luoroisothiocyanate) diriges 
centre des immunoglobulines de souris (Biosys, Compiegne, 
France) durant 40 minutes a 4'C. 

Apres guatre lavages, les microparticules sont 
resuspendues dans 1 ml de PBS contenant 1% de BSA. 

L'intensite de fluorescence est mesuree en utilisant le 
cytometre de flux FACSCAN (Becton Dickinson, Mountain 
View.CA) . 

1.3 Milieu de culture . 

Les lymphocytes sont cultives dans du RPMI 1640 
(Seromed, Munich, FRG) complements avec de la L-glutamine 
2mM, 10% de FCS (serum de veau foetal) inactive par la 
chaleur, du 2-ME 50pM et des antibiotiques . 

1.4 Etablig^emgnt d 6 la lio^ ^^ ce llulair^ Th specif ique du 
LH. 

Cette lignee cellulaire est etablie et maintenue selon 
le protocole decrit par Taylor et al. (ed. IRL Press. New 
York) et Galelli et al. (J. Immunol. (1990) 145:2397). 

Des cellules de ganglions inguinaux (4 10 /ml) de 
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souris DBA/2 ayant subi 8 jours avant le prelevement des 
cellules, une injection de 100 vq de LH en emulsion dans de 
1" adjuvant complet de Freund a la base de la queue ont ete 
cultivees durant 4 jours dans du milieu de culture en presence 
5 de LH (100 jjg/ml) . 

Les cultures sont incubees dans une atmosphere humide a 

7,5% de C02 a 37'C. 

Une lignee cellulaire a ete etablie a partir de cette 
culture initiale par des passages en serie de cellules T 

10 purifiees sur Ficoll (2.l0 5 /ml) en presence de cellules de 
rate de souris DBA/2 irradiSes (3000 rad) durant 6 a 8 jours 
(periode de repos) ou avec des cellules de rate irradiees plus 
du LH (100 jig /ml) durant 4 jours (periode de stimulation) . 

Les cellules T utilisees dans les experiences sont 

15 recoltees 8 a 10 jours apres leur derniere mise en presence du 
LH. 

1.5 Estimation de la prolifera tion des cellules Th. 

Des cultures en triplicats contenant 5.10 4 cellules Th 
purifiees sur Ficoll, et 5-10 4 cellules B memoire specif iques 

20 du TNP purifiees et irradiees (900 rad), ou 5.10 5 cellules de 
rate totales irradiees (3000 rad), ou lO. 5 cellules de rate 
adherentes irradiees (3000 rad), ou 10 5 cellules B de lymphome 
A20 positives pour le MHC de classe II irradiees (3300 rad) 
(Kim et al. J. Immunol. (1979) 122:549), ou 10 5 cellules B 

25 vierges specif iques du TNP et activees par le LPS comme source 
de cellules presentant les antigenes, et differentes 
concentrations d'antigene ont ete incubees dans des plaques de 
microculture a fond plat (Corning, Cambridge, MA) sous un 
volume total de 0,2 ml/puits de milieu complet. La 

30 proliferation cellulaire T a ete estimefe par incorporation de 
la thymidine tritiee durant les huit dernieres heures d'une 
culture de 3 jours. 

Les resultats sont exprimes comme la moyenne 
georaetrique de trois cultures, une fois elimine le bruit de 

35 fond. L'ecart type est inferieur a 15 % de la moyenne. 
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1.6 Psllules B specif Iq ues du TNP. 

Les cellules B specif iques du TNP de souris normales 
sont purifiees par liaison et elution sur une gelatine-TNP8 et 
selon la technique decrite par Haas et Layton J.E., J. Exp. 
Med. (1975) 141:1004. 

Ce protocole a ete modifie afin d'obtenir des 
populations enrichies en cellules B meraoires specifiques du 
TNP a partir de la rate de souris precocement immunisees, 
comme precedemment decrit (Galelli et al. J. Immunol. (1990) 
145:2397). Les cellules B raemoire specifiques du TNP ont ete 
selectionnees sur de la gelatine portant un haptene (gelatine- 
TNP2), en testant 1'af finite des recepteurs pour le TNP par 
comparaison aux cellules B vierges, et la capacite a secreter 
de larges quantites d'immunoglobulines G anti-TNP en presence 
de faibles concentrations d'antigenes. 

10 8 cellules de rate ne contenant ni erythrocytes ni 
cellules mortes ont ete suspendues dans 3 ml de HEPES (50 mM) 
tamponnees par du DMEM (Seromed, Munich, Allemagne) et 
incubees dans des boites de Petri en plastique recouvertes de 
gelatine-TNP2. Les boxtes sont agitees de maniere douce durant 
15 minutes a 4*C, puis lavees 10 fois par du DMEM a la 
temperature de la glace. Les cellules adherentes sont eluees 
en ajoutant 5 ml de DMEM rechauffe a 37*C et la gelatine-TNP 
liee est eliminee par digestion par la collagenase 
(Collagenase CLSIII de Worthington Biochemicals Freehold, New 
jersey, 100 U/ml) durant 15 minutes a 37* C. 

Ce protocole conduit a l'obtention finale, exprimee 
comme un pourcentage par rapport au nombre de cellules de rate 
d'origine, de 0,3 a 0,6 % de cellules liant le TNP a partir de 
rate de souris inununisees. Les cellules sont cultivees toute 
la nuit avant 1' addition d'autres cellules et reactifs afin de 
permettre la reexpression d'immunoglobulines de surface 
modifiees par le traitement par la collagenase. La presence de 
recepteurs libres du TNP sur ces cellules est evaluee par leur 
capacite a lier des erythrocytes portant a leur surface du 
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TNP. 

55 a 76 % des cellules obtenues a partir de souris 
immunisees forment des rosettes avec des SRBC modifiees par le 
TNP. Ces cellules ne proliferent pas en reponse a la 
5 . concanavaline A mais sont enrichies 20 fois, pour les cellules 
qui secretent les immunoglobulines G anti-TNP apres 
stimulation par TNP-LH, par comparaison aux cellules de rate 
non f ractionnees . 

1,7 Cellules B vieraes specifiaues du TNP et activees par 

10 le LPS 

Des cellules B vierges specifiques du TNP de souris et 
non immunisees ont ete purifiees par liaison puis elution sur 
de la gelatine-TNP8 comme decrit precedemment. Ces cellules 
ont ete cultivees a une densite de 2.10 6 par ml dans un milieu 

15 contenant 50 jig/ml de LPS (Salmonella enteriditis, Difco 
Laboratories , Detroit, MI) durant 3 jours. Les lymphoblastes 
non adherents ont ete purifies en utilisant du Ficoll-Hypaque 
(Pharmacia, Piscataway, NJ) , puis laves et utilises corarae 
cellules accessoires. 

20 1.8 Macrophages . 

Les macrophages ont ete obtenus a partir de cellules de 
rate non immunisees par adhesion durant 4 heures a 37*C suivie 
d'un lavage des cellules afin d'eliminer les cellules non 
adherentes tel que decrit precedenunent (Kakiochi et al. J. 

25 Immunol. (1983) 131:109). 
2. Resultats , 

2.1 Verification du couplaae de l'antioene aux 

microparticules . 

Le LH a ete couple de maniere covalente a des 

30 microparticules de polyacroleine d'un diametre de 0,25 a 1,5 

urn. Le couplage du LH aux microparticules a ete controle par 

analyse en cytof luorometrie de flux en utilisant un serum de 

souris anti-LH. 

Les resultats obtenus avec des microparticules de 1,5 

35 pm sont indiques sur la Figure 1. 
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Les microparticules de 1,5 jum ont ete couplees a 
1'ovalbumine (B OVA) ou a la LH (B LH) . Les microparticules 
TNP-OVA ou TNP-LH (respectivement designees B( TNP-OVA) , B 
(TNP-LH) ont ete preparees par incubation de microparticules 
5 portant l'OVA ou le LH avec du TNBS. L T analyse par 
cytofluorometrie a ete effectuee sur des microparticules 
incubees en presence de PBS ou en presence de serum de souris 
anti-LH ou anti-TNP, Apres lavage, les microparticules ont ete 
incubees avec des anticorps de chevre lies au FITC diriges & 
10 l'encontre des immunoglobulines de souris et ont ete analysees 
par cytometric de flux. 

Des resultats similaires ont ete obtenus avec des 
microparticules de 0,25 et 0,75 j/m. 

Les microparticules temoins couplees avec de 
15 I'ovalbumine n f ont pas ete reconnues par le serum anti-LH. 

2.2. Coroparaison de la canacite de diverses 

populations de splenocytes a pres enter des anticrenes 

solubles ou particulaires ■ 

La capacite de splenocytes non fractionnes, de 

20 macrophages et de cellules B vierges specifigues pour le TNP a 
ete comparee quant a leur presentation de LH et de TNP-LH 
soluble ou particulaire a des cellules T specifiques du LH. 

Dans ces experiences, des populations de splenocytes 
ont ete preparees a partir de souris non immunisees. Apres 

25 purification, les cellules B specifiques du TNP ont €te 
activees durant trois jours par du LPS; on sait en effet que 
les lymphoblastes induits par le LPS sont des cellules tres 
efficaces quant a la presentation d f un antigene (Kakiochi et 
al. J. Immunol. (1983) 131:109). 

30 Les resultats sont illustres sur la Figure 2 pour 

laquelle 5.10 5 splenocytes irradies, 10 5 cellules adherentes 
ou 10 5 cellules B vierges specifiques du TNP activees par le 
LPS ont ete cultivees avec 5.10 4 cellules Th specifiques du LH 
en presence de quantites variees de LH soluble (A), de TNP-LH 

35 soluble (B) ou fixes sur des microparticules (B (LH) (C) ou de 
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B (TNP-LH) (D)). La proliferation cellulaire Th a et£ estimee 
au jour 3. 

Comrae le montre la Figure 2 (2A et 2B) , les macrophages 
et les cellules B activees par le LPS stimulent de maniere 
5 efficace les cellules T quand ils sont incubees avec du LH ou 
du TNP-LH solubles . 

Contrairement a ces resultats, seuls les macrophages, 
et non les cellules B specifiques du TNP et activees par le 
LPS sont capables de stimuler les cellules T specifiques du LH 
10 (Figures 2 C et D) quand des microparticules portant du LH ou 
du TNT-LH sont utilisees. 

Ces resultats montrent que les macrophages sont 
responsables de l'activite de presentation de 1'antigene des 
cellules spleniques quand des antigenes particulates sont 

15 utilises. 

Ainsi 1' incapacity de cellules B specifiques du TOP a 
presenter 1'antigene particulaire a ete illustrSe. 

EXEMPLE 2 . + 

Induction d'une renonse proliferative 3u CD4 

20 s pecifiques du Ivs ogyme in vivo et — in — vitro — par — des 

microparticu les couolees au lvsozvme . 
1. MATERIELS ET METHODES ■> 

1.1 Antigenes 

Le lysozyme (LYSO) et I'hemocyanine de Limulus (LH) 
25 proviennent des Laboratoires Sigma. 

1.2 Couplaqe de l'antigene aux m icroparticules 
L'antigene soluble est rendu particulaire par couplage 

a des microparticules (Polysciences) de 0.2 a 1pm de diametre. 
Deux methodes de couplage sont utilisSes: 
30 1.2 a) Counlaae covalent di rectement sans aaent activant. 

Les billes ou microparticules de polyacroleine portent 
des groupements aldehyde capables de reagir spontanement avec 
les fonctions amines des proteines. 

1 ml de billes est lave 4 fois dans du PBS, et repris 
35 dans 1 ml d'antigene a 5 mg/ml. Apres 3 heures d' incubation a 
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temperature ambiante, les billes sont lavees 3 fois dans du 
PBS et incubees 30 minutes dans 1 ml de PBS-Albumine humaine 
1% afin de saturer les groupements reactifs libres des billes. 
Puis apres lavage, les particules sont reprises dans 2 ml de 
5 PBS-albumine humaine 1%-antibiotique 1% puis conservees a 
+4*C. 

b) CouDlaae covalent par le glutara ldehyde . 
L'antigene est couple aux billes de polystyrene par le 
glutar aldehyde, capable de former une base de Schiff avec les 
10 groupements amines des proteines. 

0,5 ml de billes est lave 3 fois dans du PBS et repris 
dans 0,5 ml de glutaraldehyde 8%. Apres 6 heures d' incubation 
a temperature ambiante, les billes sont lavees 2 fois et 
reprises dans 1 ml d'antigene a 400pg/ml. Apres incubation 
15 pendant la nuit a temperature ambiante, les billes sont lavees 
et incubees avec 1 ml d ■ ethanolamine 0,2 M pendant 30 minutes 
afin de bloquer les fonctions aldehyde libres du 
glutaraldehyde . 

Apres un dernier lavage, les particules sont reprises 
20 dans 1 ml de PBS- albumine humaine 1%-antibiotique 1% puis 

conservees a +4*C. 

Cette methode de couplage permet de determiner la 
quantite de proteines couplees sur les microparticules par 
spectrophotometrie. Les absorbances de la solution de proteine 

25 a 400 jig/ml et du surnageant obtenu apres 1' incubation des 
billes avec cette solution de proteine sont mesurees a 280 nm. 
Connaissant le nombre de billes utilisees pour le couplage, on 
considere que la difference entre la quantite de proteine 
avant couplage et la quantite residuelle apres couplage, 

30 permet d'estimer la quantite de lysozyme couplee par 
particule. 

1.3 Protocole d' immunisation . 

On a utilise des femelles BALB/c, d'haplotype H-2 d , 
agees de 6 a 8 semaines (elevage de l'Institut Pasteur). 
35 . - immunisation par voie intra-peritoneale: on injecte 
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100 j/g de lysozyme avec 1 mg d'alum, ou, differentes quantites 
d'antigene couple aux billes sans adjuvant, 

- immunisation par voie sous-cutanee : a la base de la 
queue, on injecte 100 pg de lysozyme en emulsion dans 
1' adjuvant complet de. Freund, ou, differentes quantites 
d'antigene couple aux billes. 

Le serum de cheque souris est preleve 7 ou 14 jours 
apres chaque injection. La teneur en anticorps des serums est 
mesuree par test ELISA. 

La reponse proliferative cellulaire est mesuree sur les 
ganglions inguinaux et/ou sur . la rate, preleves 7 et/ou 14 
jours apres chaque injection. 

1.4 Detection des ant icorps par ELISA. 

L'antigene (lysozyme) est incube a la concentration de 
5ng/ml en tampon carbonate 50 mM-pH=9.6, dans des microplaques 
(Nunc) pendant une nuit a 4*C. Apres lavage avec un tampon 
PBS-Tween 20 a 0,01%, les differentes dilutions des sirums a 
tester, realisees en tampon BSA 1%, sont incubees pendant 1 
heure a 37*C. Apres lavage, on depose 100 *il par puits d'un 
conjugue anti-Ig de souris (anti-Ig totales fournis par 
Diagnostics Pasteur et anti-Ig specif iques par Sigma), marque 
a la peroxydase, prepare chez la chevre; qui est incube 
pendant 1 heure a 37'C. Apres lavage, on ajoute la solution de 
substrat preparee extemporanement: Orthophenylenediamine a 0,5 
mg/ml (Sigma) en tampon acide citrique 0.1 M-phosphate 
disodique 0.2M-pH=5 auquel on ajoute H 2 0 2 au 1/250O. 

Une coloration jaune revele la presence d» anticorps 
specif iques; la reaction enzymatique est arretee 8 minutes 
plus tard, par 50 pi de H 2 S0 4 (11,5%). 

L'absorbance de chaque puits est mesuree a 492 nm, par 
un lecteur de densite optique (Dynatech) . Le contr51e nigatif 
est realise avec du serum au 1:100 de souris BALB/c non 
immunisees. Les resultats sont exprimes: soit en DOxlOOO a 
partir de l'absorbance mesuree, corrigee de l'absorbance en 
absence de serum; soit par le titre en anticorps calcule a 
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partir de regression lineaire basee sur l'absorbance obtenue 
avec le serum de souris BALB/c non immunisees. 

Lorsque l'antigene est sous forme particulaire , le test 
ELISA est realise en tubes. Les dilutions des serums a tester 
5 sont incubees directement avec l'antigene couple aux billes 
(B.IO 8 particules/ml) . Les lavages se font par centrifugation 
dans le tampon PBS-Tween 20 (0.01%). Lorsque la reaction 
enzymatique est terminee, 200 fil de chaque tube sont 
transferes en microplaque puis l'absorbance est mesuree. 
10 1.5 Tnhibition de la f ixation des anticorps anti- 

lysozvme par test ELISA . 

Le test ELISA mesure la fixation des anticorps 
specifiques presents dans le serum de souris BALB/c immunisees 
par le lysozyme. Cette fixation est diminuee si le serum est 
15 preincube (avant le test ELISA) avec l'antigene: lysozyme 
soluble ou couple aux billes, qui se comporte alors, comme un 
inhibiteur. 

Le serum anti-lysozyme est preincube avec le lysozyme 
soluble ou couple aux billes, pendant 1 heure a 37 *C puis la 
20 nuit a 4*C; la reaction se faisant en tubes. La fixation des 
anticorps non-lies a 1' inhibiteur est evaluee par test ELISA 
(triplicats) en microplaques , dont les puits ont ete 
recouverts par du lysozyme a 5 pg/ml. L'absorbance de chaque 
puits est mesuree a 492 nm, et corrigee de l'absorbance en 
25 absence de serum. Le controle negatif est realise avec du 
serum au 1:100 de souris BALB/c non immunisees. L'absorbance 
sans inhibiteur lors de la preincubation de serum, correspond 
a la fixation maximale d' anticorps anti-lysozyme. 

Les resultats sont exprimes en pourcentage d' inhibition 
30 de fixation des anticorps et calcule selon le rapport 
DO sans inhibiteur-D O avec inhibiteur 
DO sans inhibiteur 

35 L a determination graphique de la concentration de 

lysozyme soluble ainsi que du nombre de billes couplees au 
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lysozyme, necessaire pour 50% d' inhibition, permet d'estimer 
la quantite de lysozyme fixee par particule. 

1.6 stimulation d'un hybridome T specifique — du 

lvsozvme 

Un hybridome T a ete produit par immunisation de souris 
BALB/c avec du lysozyme. II reconnait specif iquement le 
peptide 108-116 du lysozyme, en association avec les molecules 
du Complexe Majeur d' Histocompatibility de classe II I-E d . 

10 5 cellules d' hybridome T sont stimulees par des 
concentrations croissantes d'antigene: lysozyme ou billes 
couplees, en presence de differentes cellules presentatrices 
de l'antigene: 5.10 5 splenocytes irradies (3000 rad) de souris 
BALB/c ou 10 5 cellules de lymphome B A20, restreintes par les 
molecules de CMH de classe II. Les cellules sont mises en 
15 culture (triplicats) dans un milieu complet RPMI 1640 
(SEROMED) additionne de 10% de serum de veau foetal 
decomplemente, 50 fM de p-mercaptoethanol, 2mM de glutamine, 
100 Ul/ml de penicilline et 100^g/Ml de streptomycine, en 
microplaque a fond plat (Corning 25860) . Le temoin positif est 
realise par stimulation de 1 'hybridome par le mitogene de 
lymphocytes T: concanavaline A a 5 pg/ml. 

Le surnageant est preleve apres 24h de culture a 37 *C 
(7.5%C0 2 ), puis congele a - 20 *C pendant 16h minimum. La 
stimulation de 1' hybridome est mesuree par la teneur en IL2 du 
surnageant dans un test de proliferation de cellules CTL-L. 
Les ecarts types ne sont pas mentionnes, car l'erreur est 
inferieure a 10% de la moyenne des triplicats. 
1.? nnsane de l'IL2 et d e l'IL4 

La lignee CTL-L est dependante de 1 ■ Interleukine 2 et 
de 1' Interleukine 4? elle est raaintenue en culture en milieu 
complet enrichi de 20% de surnageant de splenocytes de rat, 
incubes 36h avec 2,5 j/g/ml de concanavaline A. 

Apres decongelation, les sumageants de cultures 
(testes au 1/2) sont incubes en presence de 2,25.10 4 cellules 
35 CTL-L, prialablement lavees trois fois dans le milieu 
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RPMI1640, pendant 3 jours a 37 # C (7,5% C0 2 ). 

La proliferation cellulaire est mesuree par addition de 
thymidine tritiee d'activite specif ique 1 Ci/mmole, a raison 
de 2 jiCi/ml de culture , pendant les 16 dernieres heures de 
5 culture • 

L'ADN des cellules est recupere apres lyse des cellules 
et filtration a l'aide d'un "Skatron". L ■ incorporation de 
radioactivite est comptee par scintillation a l'aide d'un 
corap teur-be ta • 

10 Les resultats sont exprimes en cpm a partir de la 

moyenne des triplicats, corrigee de la radioactivite 
incorporee en 1' absence d'antigene. 

1.8 Test de proliferation 

La rate et/ou les ganglions inguinaux sont prelevSs 
15 sterilement 7 ou 14 jours apres 1 1 immunisation des souris 
(voir protocole d' immunisation) . 8.10 5 cellules sont incubSs 
en presence de differentes concentrations d'antigene, soluble 
ou couple aux billes . Les cellules sont mises en culture 
(triplicats) dans du milieu RPMI 1640 (SEROMED) additionne de 
20 1.5% de serum de veau foetal decomplemente, 0,5% de serum 
normal de souris, 50 de p2-mercaptoethanol, 2mM de 

glutamine, 100 Ul/ml de penicilline et 100 pg/ml de 
streptomycine; en microplaques (Corning 25860) pendant 4 jours 

a 37*C (7,5% C0 2 ). 

25 La proliferation des cellules est mesuree par 

incorporation de thymidine tritiee, d'activite specif ique 25 
Ci/mmole, a raison de 2 j/Ci/ral de culture, pendant les 16 
dernieres heures. L'ADN des cellules est r6cupere apres lyse 
des cellules et filtration a l'aide d'un Skatron, 

30 1* incorporation de radioactivite est comptee par scintillation 
a l'aide d'un compteur-beta, 

Les resultats sont exprimes en cpm a partir de la 
moyenne des triplicats, corrigee de 1 • incorporation en absence 
d'antigene. 

35 2 - RESULTATS . 
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2.1. Stimulation par le lysozyme couple aux 

microparticules de cellule s aanolionnaires de souris 

immunisees par le l ysozvme. 

Dans les essais illustres aux Figures 3A et 3B, des 
5 souris BALB/c ont etS immunisees par injection sous-cutan§e a 
la base de la queue avec du lysozyme soluble complements avec 
de 1' adjuvant de Freund (CFA) . 

Apres 14 jours, les ganglions inguinaux ont ete 
preleves, et la reponse proliferative de ces cellules a ete 
10 testee in vitro contre differentes concentrations de lysozyme 
ou contre differentes concentrations de microparticules 
couplees au lysozyme . Les resultats sont exprimes en cpm 
corriges de la valeur obtenue sans antigene. 

Le lysozyme soluble induit une proliferation importante 
15 des cellules de souris immunisees par cet antigene en adjuvant 
de Freund (3A), La stimulation in vitro de ces memes cellules 
par les microparticules-lysozyme revele que celles-ci sont 
capables d'induire une tres forte proliferation cellulaire 
(figure 3B) . Les microparticules de plus grand diametre , O f 81 
20 et O r 96 /im ( couplage spontane) , sont tres efficaces. 

2.2- stimulation par le lvsosvme couple aux billes de 

l'hvbridome T . 

Les figures 4A et 4B correspondent aux resultats de 

stimulation de 1'hybridome T # specif ique du lysozyme par le 
25 lysozyme soluble (4A) ou couplS aux microparticules (4B). Le 

degre de stimulation de 1'hybridome a ete mesure par le taux 

d'IL-2/IL-4 produites . 

En presence de splenocytes irradies, I'hybridome T est 

stimule fortement par le lysozyme soluble ( figure 4A) . En 
30 presence de ces cellules , les microparticules-lysozyme de 

grande taille ( 0,81 et 0,96 pm) entrainent egalement une 

production d' IL-2/IL-4 importante ( figure 4B) , contrairement 

aux microparticules de 0,5 et 0,25 pm qui ne sont pas capables 

de stimuler 1'hybridome T specif ique. 



35 



25 2695563 



10 



20 



25 



30 



2.3. incapacity des cellule s A20 de lymphome B a 

printer le lvKogvme cou p le aux billes a l'h Y bridome T f 
s pecif icrae du lysozvnte. 

On sait que des tumeurs cellulaires B portant des 
recepteurs la peuvent etre utilises comme cellules presentant 
des antigenes pour des antigenes qui n'ont pas de reactivite 
avec le recepteur Ig mais qui sont fixes par les tumeurs de 
cellules B par des mecanismes non specif iques (Walker et al. 
J. Immunol. (1982) 128:2164; Glimcher et al. J. Exp. Med. 
(1982) 155:445; Mac Kean et al. J. Exp. Med. (1981) 154:1419; 
Mac Kean et al. J. Exp. Med. (1981) 154:1419). 

On a done teste la capacite d'une de ces tumeurs 
cellulaires B, la lignee A20, a presenter le lysozyme sous 
forme soluble ou particulaire . 
15 La presentation du lysozyme soluble ou particulaire a 

ete comparee en utilisant deux sources de CPA : soit une 
source heterogene, les splenocytes totaux irradies, soit des 
cellules B provenant du lymphome A20. Lorsque l'antigene est 
sous forme soluble ( figure 5A) , il peut stimuler l'hybridome 
T aussi bien en presence de splenocytes que des cellules B 
A20. Au contraire, le lysozyme particulaire est presente 
uniquement par les splenocytes et non par les cellules B A20 
(figure 5 B) . 

Ces resultats confirment que les splenocytes peuvent 
presenter aux cellules T un antigene , qu'il soit soluble ou 
sous forme particulaire . Par contre, les lymphocytes B sont 
incapables de presenter un antigene rendu particulaire par 
couplage a des billes d'une taille de l'ordre du micron. 

2.4 Traduction de reoon ses T proliferates par 

*r>j »rtion a des sonris de l ysozyme couple aux micropartlcules . 

L'immunogenicite in vivo de l'antigene couple aux 
microparticules a ete analysee en immunisant des souris BALB/c 
avec du lysozyme en adjuvant coraplet de Freund ou avec cet 
antigene couple a des billes de polyacroleine . Apres 14 
35 jours, les cellules des ganglions drainants de ces animaux ont 
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ete stimulees in vitro par differentes concentrations de 

lysozyme soluble. 

En presence de lysozyme soluble, les cellules 
ganglionnaires proliferent fortement, gu'elles proviennent de 
5 souris immunisees avec le lysozyme soluble ou avec des 
microparticules-lysozyme < figure 6A) . Ceci demontre que dans 
les deux cas, des cellules T specif iques du lysozyme ont ete 
sensibilisees in vivo . Apres injection a des souris de 
microparticules-LH representant le contr61e de specif icite, 

10 les cellules ganglionnaires de ces animaux sont incapables de 
proliferer en reponse a une stimulation par le lysozyme 
soluble in vitro ( figure 6B) . La reponse cellulaire in vitro 
est done specif igue de l'antigene proteique couple aux 
microparticules, utilise lors de 1 • immunisation des souris. 

15 La reponse proliferative des cellules sensibilisees par 

109 microparticules-lysozyme ( correspondent a 1 uq de 
lysozyme ) en absence d-adjuvant , est aussi elevee que celle 
des cellules d' animaux immunises par 100 pg de lysozyme 
soluble en adjuvant de Freund (CFA) ( figure 6A) . Pour 

20 verifier et preciser ce resultat, les reponses proliferates 
des cellules ganglionnaires d' animaux ayant recu differentes 
doses de lysozyme en CFA ou differentes concentrations de 
microparticules couplees ont ete comparees, apres stimulation 
in vitro par le lysozyme soluble . 

25 Dans le cas des Figures 7A et 7B, des souris ont ete 

immunisees par injection sous-cutanee & la base de la queue 
avec du lysozyme soluble et de 1' adjuvant complet de Freund 
(CFA) (Figure 7A) ou des billes couplees a l'antigene sans 
aucun adjuvant (Figure 7B) . 

30 Apres 14 jours, les ganglions inguinaux ont ete 

preleves, et la reponse proliferative de ces cellules a ete 
testees in vitro contre differentes concentrations de 
lysozyme. Les resultats sont exprimes en cpm corriges de la 
valeur obtenue sans antigene. 

35 Sur ia Figure 7B, il est a noter que les denominations 
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10 9 , 10 8 , 10 7 et 10 6 B-LYSO correspondant respectivement a des 
poids de 1? 0,1; 0,01 et 0,001 jig en lysozyme. 

Ces resultats demontrent que les cellules 
ganglionnaires des animaux immunises avec des microparticules 
5 portant du lysozyme proliferent in vitro apres mise en contact 
avec le lysozyme, indiquant ainsi une sensibilisation des 
cellules T specif iques de cet antigene. 

La comparaison des effets doses (Figure 7) indique que 
1 jig de lysozyme couple aux billes donne une reponse quasi- 
10 equivalente a celle de 1 ug d'antigene injecte en CFA. 

La figure 8 represente la reponse proliferative des 
cellules de souris immunisees par le lysozyme en adjuvant 
complet de Freund ( CFA) ou en PBS avec des microparticules 
couplees au LH. L' addition de billes LH au lysozyme ne permet 
15 pas d'induire des reponses proliferatives elevees ce qui 
indique que le lysozyme doit etre couple de fagon covalente 
aux microparticules pour induire des reponses T 
proliferatives . 

EXEMPLE 3 . 

20 induction reponse anticorps par des microparticules 

portant un antiaene. 

Les materiels et methodes sont similaires a ceux de 

l'Exemple 2. 

Pour les Figures 9 A et 9B, des souris BALB/c ont ete 
25 immunisees par injection intra-peritoneale avec 100 fig de 
lysozyme soluble en adjuvant (alum) ou avec les billes 
couplees a l'antigene: lysozyme ou Hemocyanine de Lumulus 
(LH), sans aucun adjuvant. 

Les injections ont ete faites a JO, J21, J42, les 
30 serums ont ete preleves a J20, J31 (ler rappel + 10) J40 et 
J52 (2eme rappel); et testes en ELISA pour leur teneur en 
anticorps. Les resultats sont exprimes en loglO du titre en 
anticorps anti-lysozyme (Figure 9A) et anti-LH (Figure 9B) . 

Trois injections d'antigene ont ete faites i.p. aux 
35 jours 0, 21 et 42. Les microparticules-lysozyme donnent de 
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tres bonnes reponses anticorps alors qu'aucune reponse 
anticorps n'est induite par les microparticules LH. Ces 
microparticules, par ailleurs, stimulent de facon tres 
efficace les reponses T. 
5 Une des differences entre le LH et le lysozyme reside 

dans leurs poids moleculaire (14500 pour lysozyme et 71000 
pour LH) . 

A concentrations d'antigene couple egales, la densite 
des molecules de LH sur les billes est done environ 5 fois 
10 plus faible. Ceci pourrait expliguer 1' absence de stimulation 
des reponses anticorps si celles-ci sont dues a la stimulation 
directe T-independante par I'antigene present a forte densite 
sur les microparticules. 
EXEMPLE 4 

15 Rffet de la densite en lvs osvme a la surface de 

microparticules sur leur inm uinogeneicite 
Les materiels et methodes utilises sont similaires a 
ceux de l'Exemple 2. 

L'immunogenicite des billes couplees avec du lysozyme 
20 et presentant un nombre de molecules variables a leur surface 
a ete testee dans les experiences presentees Figures 10 et 11. 

Pour la Figure 10A, des souris BALB/c ont ete 
immunisees par injection sous-cutanee avec 100 fig de lysozyme 
en CFA. Apres 14 jours les ganglions inguinaux ont ete 
25 preleves et les cellules testees in vitro contre les billes 
portant differentes densites de lysozyme (de 1100 a 950.000 
molecules de lysozyme ramenees a des billes de 1 ^m de 
diametre). Les resultats sont exprimes en cpm corriges de la 
valeur • obtenue sans antigene. 
30 pour la Figure 10B, des souris BALB/c ont et§ 

immunisees par injection sous-cutanee a la base de la queue 
avec du lysozyme soluble avec adjuvant (CFA) ou 10 billes 
portant differentes densites de lysozyme sans aucun adjuvant. 

Apres 14 jours, les ganglions inguinaux ont ete 
35 preleves, et la reponse proliferative de ces cellules a ete 
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10 



15 



testee in vitro contre differentes concentrations de lysozyme 
ou billes. Les resultats sont exprimes en cpm corriges de la 
valeur obtenue sans antigene. 

La proliferation des cellules ganglionnaires provenant 
d'animaux immunises par le lysozyme soluble en CFA a ete 
testee apres stimulation in vitro par les differentes 
microparticules -lysozyme. La reponse proliferative de ces 
cellules etant d'autant plus forte que la densite du lysozyme 
en surface des microparticules est elevee . Aucune 
proliferation des cellules ganglionnaires n'est obtenue apres 
stimulation par les microparticules presentant une densite de 
1.100 molecules de lysozyme par microparticule ( figure 10A) . 

Dans 1* experience de la figure 10B f 1' immunogenic ite de 
ces microparticules a ete testee in vivo . Des souris BALB/c 
ont ete immunisees par les differentes microparticules , sans 
adjuvant , et les cellules ganglionnaires de ces animaux ont 
ete stimulees in vitro par differentes concentrations de 

lysozyme soluble . 

La proliferation des cellules ganglionnaires provenant 
d'animaux immunises par les microparticules couplees au 
lysozyme a forte densite ( 950.000 et 210.000) est elevee, et 
comparable a la reponse des cellules sensibilisees par 100 *<g 
de lysozyme en CFA . Apres immunisation par les 
microparticules portant une densite moyenne de lysozyme 
25 (45.000), les cellules proliferent en reponse au lysozyme in 
vitro a partir de 10" 1 pg/ml . Les microparticules de plus 
faible densite n'ont pas sensibilisS les cellules T in vivo, 
car aucune proliferation n'a ete observee en presence de 
lysozyme meme a concentration 61evee ( figure 10B ) . 
30 ii est a noter que 10 9 microparticules couplees avec le 

lysozyme a haute densite correspondent a 23/jg ( 1-950. 000-G) et 
5 pg (1-210. 000-G) de lysozyme couple, cependant la 
proliferation des cellules est aussi elevee qu' apres injection 
de 100 fig de lysozyme en CFA . 
35 pour la Figure 11 , des souris BALB/c ont ete 
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immunisees par injection sous-cutanee de lysozyme avec 
adjuvant (CFA) ou avec 10 9 roicroparticules portant differentes 
densites de lysozyme (950.000; 210.000, 45.000 et 1100 
molecules respectivement, ramenees a une microparticule de 1 
5 .Jim de diametre) . 

Apres 14 jours, les serums ont ete preleves et testes 
en ELISA pour leur teneur en anticorps anti-lysozyme. Les 
resultats sont exprimes en loglO du titre en anticorps. 

La reponse humorale des souris immunisSes par ces 

10 microparticules presentant differentes densites de lysozyme a 
ete etudiee . L 1 injection de 100 pg de lysozyme en CFA induit 
un taux eleve d'anticorps anti-lysozyme ( figure 11) 
Quatorze Jours apres l 1 immunisation, les billes couplees a la 
plus forte densite de lysozyme ( 950.000) ont induit une 

15 production d'anticorps significative , alors que les billes de 
densit§ inferieure n'ont pas stimule 1» induction de reponse 
anticorps anti-lysozyme significative . II faut noter , en 
particulier , que les billes de density 210,000 qui ont induit 
une excellente proliferation specif ique du lysozyme n f ont pas 

20 stimule la production d'anticorps . 

Ces resultats revelent que la proliferation de cellules 
T est induite avec des densitSs de lysozyme allant de 45.000 a 
950.000 molecules de lysozyme par microparticule , alors que 
la production d'anticorps necessite une densite importante de 

25 prot§ine couplee aux microparticules. 

Au sens de la presente description, !• expression 
"microparticules " designe des particules pouvant avoir 
diverses configurations geometriques et spatiales • Dans la 
pratique , il s'agit preferentiellement de microspheres ou 

30 billes, telles qu'elles sont obtenues par les techniques 
usuelles de fabrication des polymeres. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation de microparticules en materiau 
synthetique polymere, portant en surface une ou plusieurs 
proteines liees de maniere covalente, la ou lesdites proteines 

5 portant chacune un ou plusieurs Epitopes, pour la fabrication 
d'un medicament ou d'un vaccin pour 1" induction d'une reponse 
immunitaire, les densites de la ou des proteines a la surface 
des microparticules etant ajustees afin d'orienter ladite 
reponse immunitaire, vers l f induction d'une reponse humorale 
10 et cellulaire ou vers 1' induction d'une reponse 
majoritairement cellulaire* 

2. Utilisation selon la revendication 1, pour 
l f induction de reponses cellulaire et/ou humorale, 
caracterisee en ce que les microparticules presentent une 

15 densite pour chacune des proteines portant un epitope d'au 
minimum 10 5 molecules /jura 2 et preferentiellement 5.10 5 
proteines /pnr . 

3. Utilisation selon la revendication 1, pour 
I 1 induction d'une reponse majoritairement cellulaire, 

20 caracterisee en ce que les microparticules presentent une 
densite pour chacune des proteines portant un epitope, 
comprise environ entre 10 4 et 5.10 4 mol§cules/jim 2 . 

4. Utilisation selon l'une des revendi cations 1 a 3, 
caracterisee en ce que les microparticules ont un diametre 

25 moyen compris entre environ 0,75 et environ 1,5 pm, et 
preferentiellement de 1pm. 

5. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 4, 
caracterisee en ce que la liaison est effectuee par reaction 
des fonctions NH 2 et /° u ca des proteines et du materiau 

30 constituant la microparticule. 

6. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 4, 
caracterisee en ce que la liaison des proteines et du materiau 
constituant la microparticule est covalente et est effectuee 
par 1 ' intermediate d'un agent pontant, 

35 7, utilisation selon la revendication 6, caracterisee 
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en ce que 1' agent pontant est le glutaraldehyde ou le 
carbodiimide. 

8. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 7, 
caracterisee en ce que ledit materiau est un polymere 

5 biocompatible. 

9. Utilisation selon la revendication 8, caract£ris£ en 
ce que ledit polymere est le polyacroleine ou le polystyrene 
ou des polymeres d'acide lactique ou des copolymeres d'acides 
lactique et glycolique . 

10 10 . Utilisation selon l'une des revendications 1 a 9, 

pour la fabrication d'un medicament pour la thirapeutique 
humaine, caracterisee en ce que ledit polymere est 
biodegradable. 

11. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 10, 
15 caracterisee en ce que les raicroparticules portent en surface 

des molecules susceptibles d'activer le systeme immunitaire. 

12. Procede pour la fabrication d f un medicament ou d'un 
vaccin dont la reponse immunitaire est soit majoritairement 
humorale soit majoritairement cellulaire, ledit procede etant 

20 caracterise en ce qu'on fixe de maniere covalente sur des 
microparticules en materiau synthetique polymere au moins une 
proteine portant un ou plusieurs epitopes ou des peptides 
contenant uniquement des epitopes T ou B ou une composition 
des deux en faisant varier la densite de la proteine fixee a 

25 la surface selon le type de reponse desiree. 

13. Procede selon la revendication 12, caract§rise en 
ce qu'on utilise des microparticules comme indiqu6 a l'une 
quelconque des revendications 1 a 11. 

14. Micropaxticule en un materiau synthetique polymere 
30 portant en surface une ou plusieurs proteines liees de maniere 

covalente au materiau constituant la microparticule, la ou 
lesdites proteines portant chacune un ou plusieurs epitopes, 
et etant presentes a des densites comprises entre 10 4 et 
5. 10. 5 proteines/^m 2 pour chacune des proteines. 
35 is. Microparticule selon la revendication 14, 
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caracterisee en ce qu'elle a un diametre moyen compris entre 
environ 0,25 pm et 1,5 pm, et preferentiellement de 1pm . 

16. Microparticule selon l'une des revendications 14 et 
15, caracterisee en ce que la liaison est effectuee par 
reaction des fonctions NH 2 et/ou CO des proteines et du 
materiau constituent la microparticule. 

17. Microparticule selon l'une des revendications 14 et 
15, caracterisee en ce que la liaison des proteines et du 
materiau constituant la microparticule est effectuee par 
1 • intermediate d'un agent pontant. 

18. Microparticule selon la revendication 17, 
caracterisee en ce que 1' agent pontant est le glutaraldehyde, 
ou le carbodiimide. 

19. Microparticule selon l'une des revendications 14 a 
18 , caracterisee en ce qu'elle est composee d'un polymere 

biocompatible . 

20. Microparticule selon la revendication 19, 
caracterisee en ce que ledit polymere est la poly(acroleine) 
ou le polystyrene, un polymere d'acide lactique ou un 
copolymere d'acide lactique et glycolique . 

21. Microparticule selon la revendication 19, pour 
1 'application en therapeutique huraaine, caracterisee en ce que 
ledit polymere est biodegradable. 

22. Microparticule selon l'une des revendications 14 a 

21, caracterisee en ce qu'elle porte en surface des molecules 
susceptibles d'activer le systeme immunitaire. 

23. Microparticule selon l'une des revendications 14 a 

22, caracterisee en ce que ladite proteine comprend 1' epitope 
B de la region pre-s 2 de l'antigene HBs du virus de 1 'hepatite 
virale . 

24. Microparticule selon l'une des revendications 14 a 
22, caracterisee en ce que ladite proteine comprend 1' epitope 
B de la proteine VP1 du virus de la poliomyelite. 

25. Microparticule selon l'une des revendications 14 a 
22, caracterisee en ce que ladite proteine comprend 1' epitope 
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B de la proteine gp 120 du virus HIV-1. 

26. Medicament ou vaccin, caracterise en ce qu'il 
comprend des microparticules selon l'une des revendications 1' 
a 25. 

27. - Composition pharmaceutique caracterisee en ce 
qu'elle comprend des microparticules selon l'une des 
revendications 14. a 25 en association avec des diluants et 
adjuvants pharmaceutiquement compatibles. 
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